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RESUMEN/ABSTRACT

RESUMEN

La enfermedad de Pompe de inicio tardio (EPIT) es un trastorno genético raro
producido por mutaciones en el gen GAA y se caracteriza por una debilidad muscular
progresiva. Las biopsias musculares de pacientes con EPIT muestran una acumulacién
de glucdgeno que se asocia a la presencia de vacuolas autofagicas induciendo en fases

avanzadas una atrofia de las fibras musculares.

Esta tesis doctoral se centra en dos investigaciones principales. Por un lado, se realizd
un estudio sobre los niveles de miRNAs en suero de pacientes con EPIT con el fin de
encontrar posibles biomarcadores de la progresion de la enfermedad. Por otro lado, se
estudiaron diferentes mecanismos fisiopatoldgicos en los pacientes con EPIT,

centrandose en el proceso de atrofia muscular.

En el primer estudio, identificamos 14 miRNAs que mostraron diferentes niveles de
expresion en muestras de suero de pacientes con EPIT en comparacién con los
controles. Validamos estos resultados en una cohorte mas grande de pacientes y
encontramos niveles elevados de 3 miRNAs, los llamados dystromiRs: miR-1-3p, miR-
133a-3p y miR-206. Estos miRNAs estan involucrados en la regeneracidon muscular y la
expresion de éstos se encontrd incrementada en biopsias musculares de pacientes con
EPIT. Se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de miRNAs y la

prueba de funcién muscular.

En conclusion, los niveles de expresion sérica de dystromiRs pueden representar

biomarcadores potenciales para el seguimiento de pacientes con EPIT.

En el segundo estudio, se realizé el analisis de la expresion de moléculas relacionadas
con la atrofia de fibras musculares en biopsias de pacientes con EPIT mediante técnicas
de inmunotincién y RT-PCR. BNIP3, un atrogén bien conocido, se identific6 como un

mediador potencial de la atrofia en pacientes con EPIT. Observamos que las fibras
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vacuoladas en biopsias musculares de pacientes con EPIT eran mas pequefas que las

fibras no vacuoladas y que, ademas, expresaban BNIP3.

Nuestros datos sugieren que la expresion de BNIP3 estad regulada por la inhibicion de
la via AKT-mTOR, lo que lleva a la fosforilacion de ULK1 en Ser317 por AMPK.
Estudiamos mioblastos y miotubos obtenidos de pacientes con EPIT y controles para
confirmar estos resultados utilizando diferentes técnicas moleculares. Los miotubos
derivados de pacientes con EPIT también eran mas pequefios y expresaban BNIP3.
Adicionalmente, la transfeccion de BNIP3 en miotubos de control condujo a la atrofia

de los miotubos.

En conclusion, todos estos hallazgos sugieren una cascada que comienza con la
inhibicion de la via AKT-mTOR vy la activacion de la expresién de BNIP3 que, a su vez,
conduce a la atrofia de las fibras musculares. Nuestros resultados abren la puerta a
nuevos tratamientos potenciales dirigidos a BNIP3 para reducir sus efectos nocivos

sobre la atrofia de las fibras musculares en la enfermedad de Pompe.
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ABSTRACT

Late-onset Pompe disease (LOPD) is a rare genetic disorder produced by mutations in
the GAA gene and is characterized by progressive muscle weakness. LOPD muscle
biopsies show a progressive accumulation of glycogen and autophagic vacuoles

eventually leading to the atrophy of muscle fibers.

This doctoral thesis focuses on two main investigations. A first set of experiments was
performed with the aim to identify miRNAs in the serum of LOPD patients that could
be biomarkers of the disease progression. A second group of experiments was
performed to study the different pathophysiological mechanisms of the disease leading

to muscle atrophy.

In the first study, we identified 14 miRNAs that showed different expression levels in
serum samples of LOPD patients compared to controls. We validated these results in a
larger cohort of patients and we found increased levels of 3 miRNAs, the so-called
dystromiRs: miR-1-3p, miR-133a-3p and miR-206. These miRNAs are involved in
muscle regeneration and the expression was increased in muscle biopsies from
patients. Significant correlations between miRNA levels and muscle function tests were

found.

In conclusion, serum expression levels of dystromiRs may represent potential

biomarkers for the follow-up of LOPD patients.

In the second study, the expression of molecules related to muscle fiber atrophy in
muscle biopsies of LOPD patients was analyzed using immunostaining techniques and
RT-PCR. BNIP3, a well-known atrogene, was identified as a potential mediator of
muscle fiber atrophy in LOPD muscle biopsies. We observed that vacuolated fibers in
LOPD patients’ muscle biopsies were smaller than non-vacuolated fibers and expressed

BNIP3.
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Our data suggested that BNIP3 expression is regulated by inhibition of the AKT-mTOR
pathway, leading to phosphorylation of ULK1 at Ser317 by AMPK. We studied
myoblasts and myotubes obtained from LOPD patients and controls to confirm these
results using different molecular techniques. Myotubes derived from LOPD patients
were likewise smaller and expressed BNIP3. Conclusively, transfection of BNIP3 into

control myotubes leads to myotube atrophy.

In conclusion, all these findings suggest a cascade which starts with the inhibition of
the AKT-mTOR pathway and activation of BNIP3 expression leading to progressive
muscle fiber atrophy. Our results open the door to potential new treatments targeting

BNIP3 to reduce its deleterious effects on muscle fiber atrophy in Pompe disease.
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INTRODUCCION

La introduccién de la presente tesis se centra en describir la enfermedad de Pompe
(EP) y el musculo esquelético (ME), tejido principalmente afectado en la enfermedad.
Ademas, otro capitulo estd focalizado en describir los microRNAs (miRNAs) como

biomarcadores, centrandonos en la implicacion de éstos en el ME.

1.1. Misculo esquelético

El ME es uno de los tejidos mas dindmicos del cuerpo humano. Contiene entre el 50 y
el 75% de todas las proteinas corporales y representa entre el 30 y el 50% del recambio
de proteinas del organismo. Estd compuesto principalmente de agua (75%), proteinas
(20%) y otras sustancias, incluidas sales inorganicas, minerales, grasas y carbohidratos
(5%). EI ME estd conectado al esqueleto para formar parte del sistema mecanico que

mueve las extremidades y otras partes del cuerpo.?

1.1.1. Estructura

La organizacion macroscépica de los musculos estd formada por nervios, vasos

sanguineos, tejido conectivo y tejido contractil.

La fibra muscular, o miocito, se forma a partir de células musculares mononucleares
conocidas como mioblastos que se fusionan entre si formando esta estructura con
multiples nucleos. La fibra muscular se encuentra rodeada por una red de tejido
conectivo conocida como endomisio. Las fibras adyacentes también se agrupan entre
ellas, formando estructuras denominadas fasciculos, y son rodeadas por un tejido
conectivo mas robusto conocido como perimisio. Varios fasciculos estan cubiertos por
una gruesa capa de tejido conectivo llamado epimisio, formando asi el ME (Figura T1).
Cada una de estas redes de tejido conectivo esta compuesta por proteinas de la matriz

extracelular (MEC), entre las que se incluye el colageno.®
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| Perimisio

Tendén

Musculo
esquelétco

Fasciculo Fibra

Figura 1: Organizacidn general del tejido muscular. Modificacién de Gillies AR et al.®

Las fibras musculares varian en tamafo, entre 10 y 120 um, y estan rodeadas por una
membrana plasmatica denominada sarcolema, que a su vez estadn rodeadas por la
lamina basal. Dichas estructuras contienen una serie de proteinas que conectan
moléculas del citoesqueleto del interior de las fibras con la MEC. Cada fibra muscular
estd compuesta por multiples miofibrillas que proporcionan al musculo la capacidad
de contraccion y plasticidad. El citoplasma, donde éstas estadn contenidas, se denomina
sarcoplasma, y en él podemos localizar un reticulo endoplasmético liso que rodea las
miofibrillas conocido como reticulo sarcoplasmico, el cual presenta unas
invaginaciones denominadas tubulos T. Este desempefia un papel de reservorio de

Calcio (Ca*™), clave en el proceso de contraccion muscular.

Las miofibrillas estdn compuestas por una serie de subunidades, los sarcémeros,
formados por filamentos gruesos (miosina) y filamentos delgados (actina), que se
conectan a otras proteinas musculares para construir las unidades contractiles. Estos
filamentos estan dispuestos de forma muy organizada dando un aspecto estriado con

unas bandas oscuras (bandas A) y otras claras (bandas ). Las bandas A son las
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regiones donde los filamentos gruesos y delgados se localizan juntos, y muestran una
regién media mas clara conocida como banda H, donde los filamentos delgados estan
ausentes. Las bandas | contienen filamentos exclusivamente delgados y estan divididas
por una linea mas oscura conocida como el disco Z, donde los filamentos delgados de
sarcobmeros consecutivos se unen. El sarcomero viene delimitado por dos de estos

discos (Figura 2). ¢®

Fibra muscular

- e . Filamento de F-actina
~~~~~~~~~ B — )

N —— P

Filamento de miosina

Figura 2: Organizacion del musculo esquelético desde el nivel macroscopico al nivel molecular.

Modificacién de Guyten&Hall®.
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1.1.2. Contraccion muscular

El sarcomero y el sarcoplasma contienen muchas otras proteinas que contribuyen a la
estructura del citoesqueleto, los procesos de excitacion y contraccion, la liberacion de

energia y la generacién de fuerza y potencia.”)

La contraccion muscular se inicia por la produccion de un potencial de accién que
viaja desde la neurona motora a través de la unién neuromuscular. En dicha estructura,
la liberacion del neurotransmisor de acetilcolina conduce el potencial de accién hacia la
fibra muscular donde la despolarizacion provoca que el reticulo sarcoplasmico libere
grandes cantidades de iones de Ca*™. El Ca*" provoca fuerzas de atraccion entre los
filamentos de actina y miosina, haciendo que se deslicen unos sobre otros en sentido
longitudinal promoviendo el proceso de contraccién. Este proceso requiere un alto
consumo de energia en forma de trifosfato de adenosina (ATP) que es hidrolizado

gracias a la actividad ATPasa presente en la cabeza de miosina.

La principal fuente de ATP es la fosfocreatina cuya hidrdlisis libera energia en forma
de fosfato que se une al ADP para formar ATP. Una segunda fuente de energia es el

glucégeno almacenado en el musculo.>™"

1.1.3. Tipos de fibras musculares

En la cabeza de la miosina se localiza la cadena pesada, cuyas isoformas determinan la
velocidad a la que se contrae el musculo, asi como sus propiedades fisiologicas.

Dependiendo de estas isoformas podemos encontrar los siguientes grupos:@#-10

- Fibras tipo | o lentas: son pequefas fibras rojizas que contienen grandes
cantidades de mitocondrias y una gran vascularizacién por su metabolismo
oxidativo. Ademas, contienen altos niveles de mioglobina que se combina con
el oxigeno y lo almacena para su transporte hacia las mitocondrias. Estas fibras

se contraen lentamente por la baja actividad de la ATPasa de la miosina.
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- Fibras tipo Il o rapidas: son fibras grandes con un reticulo sarcoplasmico
extenso y mayor liberacion de iones de Ca** para obtener una mayor fuerza de
contraccion. Estas fibras se dividen en dos subgrupos:

o Fibras tipo lla: son fibras que contienen una gran cantidad de
mitocondrias y de mioglobina para llevar a cabo su metabolismo
oxidativo. Se les caracteriza por presentar cantidades elevadas de
glucégeno y por llevar a cabo una glucolisis anaerdbica.

o Fibras tipo llb: son grandes fibras blanquecinas que presentan un
metabolismo principalmente glucolitico, almacenando glucégeno en
ellas. Son capaces de presentar contracciones rapidas e intensas,

aunque se agotan facilmente debido a la producciéon de acido lactico.

1.1.4. Regeneracion muscular

El ME tiene una gran capacidad de regenerar nuevas fibras musculares en respuesta a
un dafo,""? por el resultado de una enfermedad, la exposicion a diferentes agentes

miotdxicos, un trauma o, incluso, la contraccién de nuestro propio musculo.

La reparacién del ME es un proceso altamente coordinado donde se encuentran
involucradas la activacion de respuestas celulares y moleculares, en el cual la
sincronizacién entre inflamacion y regeneracion es crucial para que el ME se repare
exitosamente después del dafo muscular. La reparacién muscular completa consta de

(1314 Estas las podemos

dos fases fundamentales: degeneracion y regeneracion.
encontrar divididas en cinco pasos: degeneracién (necrosis), inflamacion,
regeneracion, remodelacion y maduracién. La cinética y la amplitud de cada fase

dependen particularmente del tipo de dafio.™

En la Figura 3 podemos observar el estado del ME en una biopsia muscular durante el
proceso de degeneracién/regeneracion muscular después del dafo, en este caso con

cardiotoxina. Dos dias después de la lesion, la estructura de la fibra muscular esta
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severamente deteriorada y presenta una multitud de células mononucleares
(mioblastos, células inflamatorias, fibroblastos, etc.) en el area dafiada. A los cinco dias
de la lesion, ademas de seguir presentando células mononucleares en la biopsia,
también se forman pequefas nuevas fibras con nucleos centrales. Dos meses después

de la lesién, la arquitectura muscular es similar a la del musculo sano sin lesionar.®

Musculo sano 2 dias post-dafio 5 dias post-dafno 2 meses post-daio

Figura 3. Regeneracién del musculo esquelético. Tinciones Hematoxilina-Eosina (H&E) que
ilustran las diferentes etapas de la regeneraciéon muscular después de una lesién por

cardiotoxina. Modificacién de Dumont NA et al'9.

1.14.1. Papel de la inflamacién en la degeneracién y

regeneraciéon muscular

El proceso de degeneracion se caracteriza por una necrosis e inflamacion significativa.
Con el dafo, se altera la integridad del sarcolema lo que induce a un aumento de la
permeabilidad de las fibras provocando que se eleven las concentraciones séricas de
proteinas musculares, como la creatinquinasa (CK). También se eleva la entrada de Ca**
provocando la activacion de la protedlisis dependiente de éste e iniciando la

degeneracion de las fibras musculares.™”

Inmediatamente empieza la fase de inflamacion en la zona de la lesion, donde
intervienen diferentes poblaciones celulares del sistema inmunolégico que interactian

entre ellas mediante la secrecidn de diferentes moléculas (Figura 4).
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Figura 4. Interacciones celulares durante la regeneracion muscular que coordinan los procesos

inflamatorios y de reparacion. Modificacidn de Oishi Y & Manabe 119,

Las primeras células inflamatorias que van hacia esta zona son los neutréfilos,
encontrando concentraciones maximas de éstos a las 24h. A las 36-48h de la lesién ya
no son detectables, ya que una exposicion prolongada de neutréfilos seria
contraproducente debido a la secrecion de moléculas citotdxicas.™™ Estas células
inflamatorias responden a diferentes quimiocinas secretadas por macréfagos
residentes que se encuentra inactivados en la zona, pero la lesién promueve su
activacion y liberacion de moléculas proinflamatorias. Algunas de estas quimiocinas a
las que responden los neutréfilos son CXCL1y CCL2."9 Una vez atraidos a la zona de la
lesién muscular, los neutréfilos son fagocitos encargados, por un lado, de limpiar los
restos tisulares por la secrecién de proteasas y, por otro, de estimular la llegada de
otras células inflamatorias al tejido lesionado por la secrecién de citocinas
proinflamatorias. Los monocitos son los siguientes en migrar a la zona dafada donde
empiezan a diferenciarse a macréfagos, convirtiéndose en la célula inflamatoria

predominante en la regeneracién muscular.('#202D

Existen dos subpoblaciones diferentes de macréfagos, los M1 y M2, que presentan
funciones opuestas y su transicién coincide con la progresiéon de los procesos de
inflamacién a regeneracién y maduracion de las fibras musculares. La primera

poblacion de macréfagos M1, CD68+/CD163-, llega a la zona 24h después del dafo y
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tiene su pico méximo a los dos dias. Estas células son capaces de liberar moléculas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y la interleuquina-1p (IL-
1B) que tienen la funcién de promover la fagocitosis de los restos celulares y la
proliferacion de células satélite (CS). TNF-a conduce a la activacion y proliferacion
tanto de macréfagos M1 como de CS, preparando asi al musculo para la posterior
diferenciacidon de estas células a miotubo. La segunda poblacion de macréfagos M2,
CD68-/CD163+, tiene una funcidon opuesta ya que secreta moléculas antinflamatorias,
como la interleuquina-10 (IL-10) y el factor de crecimiento transformante [ (TGF-B),
que promueven a finalizar el proceso de inflamacion y a la diferenciacion de las CS,
favoreciendo asi la fusion y maduracion de los miotubos. Ademas, estas moléculas
promueven la transicion M1-M2 del resto de macréfagos presentes en el musculo
dafado mediante la activacion de la via de la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK). Esta ultima poblacién de macrofagos M2 alcanza su pico maximo sobre los 4
dias después de la lesidon y se mantiene hasta el final de la regeneracién muscular
dénde el ME entra en fase de remodelacion. En esta Ultima fase, los macréfagos M2
tienen un papel muy importante, ya que la secrecién de TGF-f activa a los

miofibroblastos que llevan a cabo la formacion de la MEC.(18:21-24

El dafio muscular también lleva al reclutamiento rapido de eosinéfilos que secretan
interleuquina 4 (IL-4) activando la proliferacion de las células progenitoras
fibro/adipogénicas (FAP), pudiendo diferenciarse a fibroblastos o adipocitos. La IL-4

promueve la diferenciacién a fibroblastos promoviendo la regeneracion muscular.(¢%°)

A pesar de que las células mieloides tengan una mayor presencia en el musculo
lesionado, los linfocitos también juegan un papel en la regeneracién muscular. Los
linfocitos T CD4+ reguladores (también CD25+/FoxP3+) inducen la proliferacion de las
CS, y los linfocitos T CD8+ promueven la acumulaciéon y la activacién de los
macréfagos M1, mediante la secrecién de las citocinas proinflamatorias TNF-o e

interferon-y (INF-y). Ademas, la acumulacién de linfocitos T CD4+ contribuye a la
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transicion de macréfagos M1 a M2, via IL-10, que tiene la funcién de inhibir a la

citocinas proinflamatorias.(#2"

Una vez acabada la degeneracién y eliminacién de los restos celulares por las células

inflamatorias, se inicia la fase de regeneracion muscular.

1.1.4.2. Papel de las células satélite en la regeneracién muscular

Este proceso se caracteriza por la activacion, proliferacion y diferenciacion de las CS.
Una vez diferenciadas a mioblastos, éstos se fusionan para formar nuevas fibras

musculares o reparar las dafiadas anteriormente.™

Las CS fueron descritas por Alexander Mauro que encontré células uninucleadas
situadas entre el sarcolema y la ld&mina basal de las fibras musculares.®® Las CS estan
presentes en el musculo sano del adulto como células inactivas, también llamadas CS
quiescentes, y representan entre el 2.5% y el 6% de todos los nucleos de una fibra
muscular.(?2® | as CS entran en estado de quiescencia después del crecimiento
postnatal, pero pueden activarse en respuesta al dafio del tejido muscular.?® Después
de la lesidn, se liberan factores de crecimiento que son captados por moléculas de la

lamina basal pudiendo interactuar con las CS para estimular su activacién.®

Las CS son las células progenitoras del linaje muscular y, por ello, su funcién principal
es la de regenerar el ME cuando éste es dafiado. Una vez activadas, las CS proliferan
dando lugar a dos tipos celulares diferentes; por un lado, las células que seguiran
proliferando y diferenciardn a mioblasto, llegando a fusionar con la fibra muscular y,
por otro, células que dejardn de proliferar y volveran a un estado quiescente cuya

misién es mantener el pool de CS musculares.

Existen diferentes factores reguladores miogénicos (MFRs) especificos para cada

estado de las células durante este proceso de regeneracion de fibras musculares.
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1.1.4.2.1. Factores reguladores miogénicos

En el musculo de los adultos, el factor de transcripcion Pax7 es el principal factor
miogénico de las CS, expresado de manera ubicua en todas ellas. La expresion de Pax7

es esencial para generar y mantener la reserva de CS quiescentes.®?

Como ya hemos comentado, una vez las CS son activadas se producen divisiones
asimétricas, creando dos tipos de subpoblaciones, diferenciandose entre ellas por la
expresion o no del factor miogénico 5 (Myf5). Las Myf5-, se vuelven quiescentes
manteniendo el grupo progenitor y, por otra parte, las Myf5+ proliferan y diferencian a
mioblastos.®? Estas Ultimas, ademéas de Myf5 y Pax7, empezaran a expresar el factor de
diferenciacion miogénica (MyoD).®? Este factor tiene un papel fundamental en los
mioblastos facilitando la transicién de la proliferacion a la diferenciacién a través de la
induccion de inhibidores del ciclo celular, como p21 y p57, y de la induccién de la
expresion de miogenina (MYOG).®® Cuando los mioblastos salen del ciclo celular,
entran en un estado de diferenciacion convirtiéndose en miocitos, los cuales expresan
MYOG vy el factor miogénico 4 (MRF4) junto con MyoD. La expresién de MYOG se da
en el inicio de la formacién de miotubos siendo el factor clave que conduce a la fusién
de mioblastos. El incremento de la expresion de MYOG se correlaciona con la
disminucion de la expresién de MyoD, llevando a la formaciéon de miotubos por un
proceso de fusidn. Finalmente, MRF4 participa en la maduraciéon de los miotubos,
permitiendo la reorganizacién de los miofilamentos y la migracién de los nucleos
centrales a la periferia de la célula.®” Los miotubos expresan MYOG, MRF4 y el
marcador de la cadena pesada de la miosina (MyHC)."®3% La expresion de todos estos

factores y las células que los expresan se puede observar en la Figura 5.
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Figura 5. Progresion del linaje miogénico, marcadores expresados en las células y vias de

sefializacién implicadas. Modificacion de Dumont NA et al."®, Morgan J & Partridge T¢% y

Schmidt M et al®®.

Vias de senalizacion

Multiples vias de sefializacion coordinan la regeneracién del ME y las diferentes fases
de proliferacion, diferenciacién y fusién de las CS. Entre éstas se encuentran la via de
Notch y la via de Wnt, de las cuales un balance entre estas dos vias de sefializacién es

fundamental para una regeneracién muscular exitosa (Figura 5).

La via de sefalizacion Notch es esencial en las fases iniciales ya que su activacién
estimula la proliferacidon de las CS. Esto provoca, por un lado, el mantenimiento de las
CS quiescente y, por otro, la estimulacion de la poblacion de los mioblastos.®”2® En un

estado normal, los ligandos de Notch se encuentran secuestrados en la superficie de
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las fibras musculares y cuando se produce un dafio en el musculo éstos quedan
expuestos uniéndose al receptor de Notch de las CS quiescentes provocando una
activacién de la via. En este momento, las células reciben un estimulo para entrar en el
ciclo celular y, asi, empezar a dividirse tanto de manera simétrica como asimétrica.
Conforme va aumentando el nimero de células, la via se va inhibiendo al mismo
tiempo que se va activando la via de Wnt, promoviendo la diferenciacién. No obstante,
mas adelante, la via Notch vuelve a activarse ejerciendo un papel fundamental en la
inactivacion de todas las CS restantes, volviéndolas quiescentes, ademas de interactuar

con moléculas de adhesion en la fase de remodelacion de las fibras musculares.G®

La via de sefalizacion Wnt presenta dos tipos de rutas principales, la canénica y la no
canodnica, teniendo ambas un papel fundamental en la regeneracién muscular. La no
candnica, también denominada Wnt7a, tiene un papel fundamental en las fases finales

de maduracion de las fibras musculares.

La via canonica de Wnt es la que se activa conforme se va inactivando la sefializacion
de Notch. Promueve la transcripcidén de diferentes genes, entre los que encontramos
los MRFs. MyoD y MYOG se encuentran sobreexpresados por la estimulacion de esta
via, lo que provoca que los mioblastos entren en estado de diferenciacién a miocitos y

se fusionen formando las fibras musculares.(¢=?

1.1.4.2.3. Factores de crecimiento

En el proceso de regeneracidén muscular, el ME recibe multiples sefales, entre las que
encontramos implicados diversos factores de crecimiento. Entre ellos se encuentran
TGF-B, el factor de crecimiento hepatico (HGF), el factor de crecimiento fibroblastico 6
(FGF-6), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento

insulinico de tipo 1 (IGF-1) y muchos otros.'?)

El TGF-B pertenece a una familia de proteinas, incluida la miostatina, que tienen un

papel fundamental en la regulacion de la proliferacién y diferenciacion de los
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mioblastos, disminuyendo estos procesos y favoreciendo el proceso de cicatrizacion de

las fibras musculares ya que activa el proceso de fibrosis (véase punto 1.1.4.3).6441

El FGF-6 induce la activacion de las CS por su unién al receptor FGFR1 activando la via
de sefalizacién Ras-ERK. Por otro lado, FGF-6 activa la diferenciacion induciendo la

expresion de MYOG y MyoD, via receptor FGFR4.3742

El PDGF es producido por plaquetas, células endoteliales, células musculares y
macrofagos, de manera que actdan en los fibroblastos induciendo su proliferacion,

diferenciacion y produccion de MEC.“#?

El HGF es secretado por la MEC después de la lesion, promoviendo la migracion de las
CS hacia la zona dafada. Ademas, induce la entrada del ciclo celular a las CS

quiescentes favoreciendo su proliferacién, via activacion de p38, MAPK y PI3K 343744

El IGF-1 contribuye inicialmente en la activacion y proliferacién de las CS por la
activacion de la via Ras-ERK estimulando marcadores de progresién del ciclo celular,
como Ciclina D. Finalmente, IGF-1 estimula la diferenciacién induciendo la expresién de
factores como MyoD, MYOG y p21, mediante la activacion de la via PI3K-Akt. Ademas,
este factor promueve la supervivencia celular durante la diferenciacién por la activacion

de vias antiapoptoticas de la familia de Bcl-2.(13374%

1.1.4.3. Remodelacién y maduracién muscular

La remodelacion de la MEC se produce por la secrecién de multiples moléculas, como
coladgenos, fibronectina, elastina, proteoglicanos y laminina, que generan una
estructura de soporte para que las fibras musculares que se acaban de formar se

asienten.®™

Como se ha comentado anteriormente, TGF-p, secretado por los macréfagos M2, es un
factor de crecimiento profibrético con un papel fundamental en la formacién de la

MEC. Asi mismo, TGF-B actia como un factor antiapoptoético de miofibroblastos,
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participa en la proliferacién de fibroblastos y en la diferenciacién de éstos a
miofibroblastos, los cuales actuaran para promover la producciéon de las moléculas de
la MEC.(184647) Esta respuesta fibrotica inicialmente es beneficiosa ya que es rapida y da
soporte a las fibras musculares protegiendo el lugar de la lesién. Sin embargo, la
sobreproduccion de colagenos dentro del area lesionada a menudo provoca cicatrices
intensas impidiendo una funciéon contractil muscular normal. Esta fibrosis incrementada

se puede observar en muchas distrofias musculares.™

Finalmente, para que las fibras musculares regeneradas acaben de crecer y madurar, y
se recupere la funcion contractil completa, es necesario que se lleve a cabo una
remodelacion de la vascularizacion y la inervacion.™#® La nueva red de capilares en la
zona de la lesion se desarrolla a partir de los capilares periféricos que han sobrevivido a
la degeneracion, angiogénesis, o bien por la creacion de nuevos capilares,
neovascularizacion. Esta nueva red se forma en direccion al centro de la zona dafiada,
dandole a las fibras el aporte de oxigeno y sustratos necesarios. El factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) regula este proceso ademas de promover la
proliferacién y diferenciacién de diversas células, entre ellas las CS.“**% La inervaciéon
del ME se produce por la reconstruccion de las uniones neuromusculares en las fibras
regeneradas que requieren la regeneracion de los nervios y de las placas motora ya

que intervienen en la alineacion, el tipo y el tamafio de las fibras musculares.®"
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1.2. Enfermedades Neuromusculares

Las Enfermedades Neuromusculares (ENM) son un grupo heterogéneo de mas de
150 enfermedades neuroldgicas, hereditarias o adquiridas, que se caracterizan por
poseer afectacidon en uno de los componentes de la unidad motora: la motoneurona

periférica, el nervio, la unidn neuromuscular o la fibra muscular.®*>%

Segun la Federacién Espafiola de Enfermedades Neuromusculares (ASEM) se
encuentran dentro del grupo de las denominadas enfermedades raras, ya que no

afectan a mas de 1 de cada 2,000 personas.®”

1.2.1. Miopatias metabdlicas

Las miopatias metabdlicas (MM) son un grupo heterogéneo de trastornos genéticos
donde el ME es el 6rgano que esta principalmente comprometido junto con otros que
pueden estar involucrados, como el higado y el cerebro. Las MM pueden aparecer a
cualquier edad: desde la infancia a la edad adulta.*®>” En estos trastornos, el principal
mecanismo patogénico de la disfuncion muscular es causado por un deterioro
bioenergético que puede deberse a defectos de las actividades enzimaticas que

regulan los carbohidratos, los lipidos o el metabolismo mitocondrial.*%>%

En cuanto a la via metabdlica alterada, podemos diferenciar tres tipos principales de
miopatias metabdlicas: 1) Glucogenosis musculares 2) Trastornos del metabolismo

lipidico y 3) Miopatia mitocondrial.®°869

La enfermedad de Pompe, objeto de esta tesis, es un tipo de glucogenosis muscular.
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1.3. Enfermedad de Pompe

1.3.1. Descripcion de la enfermedad

La Enfermedad de Pompe (EP), también conocida como glucogenosis tipo Il o
deficiencia de maltasa acida (OMIM ID: 232300), es una miopatia metabdlica
hereditaria de caracter autosémico recesivo. Estd producida por mutaciones en el gen
GAA que codifica para la enzima lisosomal a-glucosidasa acida (GAA), una hidrolasa
acida cuya funcion es encargarse de la degradacion del glucdégeno a glucosa en los
lisosomas. La deficiencia total o parcial de la actividad de la enzima GAA provoca la
acumulacion lisosomal y citoplasmatica de glucogeno provocando la interrupcion de la
citoarquitectura y funcion de los tejidos afectados, principalmente ME, cardiaco y liso
(Figura 6), lo que conduce a una debilidad muscular progresiva. La EP se considera una
enfermedad multisistémica ya que el acimulo de glucdgeno en diferentes tejidos
provoca afectacion en el sistema nervioso central y periférico, higado, rifiones, huesos y

otros.©1%%

Lisosoma con acimulo de glucdgeno en su interior

Fibra muscular

Glucdgeno
citoplasmatico

Célula muscular normal Célula muscular afectada

Figura 6. Acumulacion lisosomal y citoplasmatica de glucégeno en la célula muscular en la EP.

Modificacion de Al Jasmi F et al®>).

El gen GAA se encuentra en el brazo largo del cromosoma 17 (17¢g25.2-g25.3)®®

y se
han identificado mas de 500 mutaciones, registradas oficialmente en el Pompe Center

del Erasmus MC de Rotterdam: (http://cluster15.erasmusmc.nl/klgn/pompe/mutations.html).
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1.3.2. Epidemiologia

La EP es independiente del sexo debido a que es una enfermedad autosémica recesiva.
La prevalencia estimada en la EP es aproximadamente de 1:40,000 dependiendo de la
etnia y la region geogréfica, desde 1:14,000 en la poblacion afro-americana hasta

1:100,000 en individuos de origen europeo.®”

Algunos estudios realizados en los Ultimos afios indican diferentes prevalencias seguin
las poblaciones de estudio. En Taiwan se ha establecido que ésta es de 1:16,919, en
Austria 1:8,684 y en Hungria 1:4,000.%7" No obstante, los ultimos estudios
epidemiolégicos aportan hallazgos inesperados en los cuales se describe una
prevalencia mucho mas alta de la enfermedad que la previamente reconocida. La
estimacion es de 1:27,800 (Universidad de Washington), 1:8,657 (Missouri) y 1:15,133

(lllinois) para todas las formas de la enfermedad.®

A pesar de existir dificultades a la hora de establecer un valor concreto de prevalencia
en la EP, el portal de informacién europeo de enfermedades raras (Orphanet) establece
que la prevalencia de esta enfermedad es de 1-9:100,000. Ademas se establece que la
incidencia en la EP es de alrededor de 1:57,000 para la forma adulta y de 1:138,000

para la forma infantil.©"

1.3.3. Fisiopatologia

El déficit de actividad enzimatica de la GAA provoca el acimulo de glucdgeno en el

interior de los lisosomas de las fibras musculares (véase punto 1.3.7).

Durante muchos afios la fisiopatologia de la EP se ha explicado por una ruptura de los
lisosomas y posterior expansién del glucdgeno por toda la fibra muscular. Este modelo
se argumenta en diferentes etapas explicando asi la progresiéon de la enfermedad

(Figura 7).
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173,

Figura 7. Modificacion de Thurberg B et a

En etapas tempranas, las fibras musculares contienen en el sarcoplasma pequefos
lisosomas cargados de glucdgeno entre las miofibrillas. En la etapa 2, a medida que el
glucdgeno continlla acumuldndose, estos lisosomas aumentan de tamafio y nimero.
En algunas areas, el glucdgeno se ha escapado de los lisosomas hacia el sarcoplasma y
se evidencia destruccién de las miofibrillas. En la etapa 3, los lisosomas presentan
ruptura de membrana, lo que permite un mayor acimulo de glucégeno en el
sarcoplasma. La estructura mitocondrial es anormal y quedan muy pocos fragmentos
de miofibrillas. En las etapas finales (4 y 5), la mayor parte del glucdgeno es

sarcoplasmico y ha reemplazado completamente los elementos contractiles de la fibra
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muscular. Ademas, se produce una infiltracién de agua en el interior de las fibras que

provoca una disolucién del glucégeno por toda la fibra."®

Durante los Ultimos afios se han puesto de manifiesto diferentes estudios que
explicarian mecanismos fisiopatolégicos, como la autofagia, la homeostasis del
calcio, el estrés oxidativo y diferentes anormalidades mitocondriales, que contribuyen

al dafio muscular y a la progresién de la EP.7?

1.3.3.1. Autofagia

Una de las responsabilidades principales del lisosoma consiste en la degradacion del

material intracelular a través de un mecanismo fisioldgico llamado autofagia.

Se han identificado al menos 3 tipos de autofagia (Figura 8). En la microautofagia el
material intracelular a degradar entra directamente en el lisosoma por invaginacion.
Por otro lado, en la autofagia mediada por chaperonas las proteinas citosolicas son
marcadas con un complejo de chaperonas, incluida Hsc70, que conducen a las
proteinas hacia el lisosoma y se translocan al interior de éste. Por ultimo, y la més
relevante en la EP, en la macroautofagia (normalmente llamada simplemente
autofagia) el objetivo es proporcionar aminoacidos y energia cuando la célula lo
necesita. Cuando el aporte de nutrientes se encuentra restringido, las células son
capaces de crear vesiculas autofagicas formadas por parte de su propio citoplasma
(autofagosomas) que descargan su contenido en los lisosomas para su degradacién y
reciclaje. Ademads, estas vesiculas pueden unirse con endosomas formados por
endocitosis y formar los denominados anfisomas que se unirdn posteriormente a los
lisosomas. El flujo autofagico se completa tras la degradacién de la carga lisosomal en
los llamados autolisosomas. El incumplimiento de cualquiera de estos pasos da como

resultado un bloqueo autofagico.®47274

Podemos encontrar otros tipos de autofagia selectiva clasificadas segun su tipo de

sustrato, como por ejemplo la mitofagia, la reticulofagia o la glicofagia, entre otras, en
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las que las mitocondrias, el reticulo endoplasmatico y el glucdgeno, respectivamente,
son marcados para incorporarse en los autofagosomas para su posterior degradacion

(véase la mitofagia en el punto 1.3.3.1.7).

Macroautofagia

\ /
NOSN
Hsc70 y co-
Material a chaperonas 5
degradar (< %

N Autofagosoma

O Degradacion
1 \> proteolitica \
.g \ lisosomal
Autofagia A\ 2 ? (
mediada por .’$ : & /
&/
chaperonas D
Translocacion | or
W Hsco mediada por Hsc? AMP2
@. Co-chiaperansa Microautofagia

Figura 8. Vias de la autofagia. Modificacién de Korovila | et al™.

En etapas iniciales de la autofagia (desde ahora este término hace referencia a la
macroautofagia), la formacion del autofagosoma estd mediada por multiples vias entre
las que se encuentran involucrados: el complejo PI3K, el complejo quinasa 1 activadora
de autofagia como Unc-51 (ULK1), el complejo mTORC1 y los sistemas ATG12 y ATG8
(Figura 9). Ademaés, intervienen multiples genes y proteinas que regulan todo este
proceso, incluidas la proteina asociada a la cadena pesada de microtibulos 3 (LC3) y
p62. LC3 es una proteina soluble (LC3-1) que rdpidamente es conjugada por una
fosfatidiletanolamina (PE) a la forma LC3-Il. Esta ultima se localiza en la membrana de
los autofagosomas siendo un marcador especifico de estas vesiculas. p62, conocido
también como secuestrosoma-1, es una proteina de sefalizaciéon que juega un papel
critico en la autofagia. Por un lado, se une a la ubiquitina de los sustratos a ser

degradados y, por otro lado, se une a LC3-Il de la membrana del autofagosoma para
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que asi éstos puedan ser degradados. Ademas, p62 serd degradado en el autolisosoma
jugando el papel de sefializador y de sustrato en la autofagia. Este hecho explica
porque el aumento de los niveles de p62 es un indicador de bloqueo de la

autofagia.’®"®

La via de sefalizacion mas importante en la autofagia estd determinada por el
complejo diana de la rapamicina 1 (mTORC1), el cual en condiciones normales regula
negativamente este proceso. AMPK induce la autofagia fosforilando y activando ULK1
o inhibiendo mTORC1 que a su vez deja de inhibir el complejo ULK1 vy, por lo tanto, se
pueden dar las primeras fases de la autofagia. ULK1 activado fosforila AGT14 y Beclin1
para estimular la actividad quinasa de PI3K de clase 3, proceso que llevard a la
formacién del fagoforo y posterior autofagosoma. Ademas, existen multiples factores

que regulan la activacién y/o inhibiciéon del complejo mTORCT1.
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AMP/ATP 1 |~y
AMPK J_ ‘/ PI3K/AKT
G\ (VPs34
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Pl — [Fioasios |
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| : : : 4
B E g y p .\ : )
ATG12 = £ g Lc3-||/<-{—1— @) «— @c3)
5
& g° ATG12 .

Figura 9. Vias de sefializacion de la autofagia. Modificacién de Li F et al7®.

Una vez formado el autofagosoma, su fusion con el lisosoma estd regulada por

diversas proteinas. Los factores de transcripcion TFEB y TFE3 juegan un papel
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importante en la autofagia, ya que su translocacion al nicleo estimula la biogénesis y
fusion de autofagosomas y lisosomas. Cuando no se requiere autofagia, mTOR fosforila
estos factores de transcripcion impidiendo la translocacion. Por lo tanto, cuando se
inhibe el complejo mTORC1, también lo hace la fosforilacion y, por ende, los factores

de transcripcién pueden ejercer su funcion.477:78

El examen histoldgico de las biopsias del ME de pacientes con EP muestra un acimulo
de vacuolas autofagicas en las fibras musculares, lo que sugiere un problema en el
flujo autofagico. Mediante inmunohistoquimica (IHQ) en fibras musculares aisladas se
ha demostrado una sobrexpresion de los marcadores LC3 y proteina asociada a
membrana lisosomal 1 (LAMP1), lo que significa un acimulo tanto de autofagosomas
como de lisosomas, respectivamente. Este hecho indica que la fusién de estas dos
vesiculas se encuentra interrumpida y como resultado lleva al bloqueo en el proceso de
la autofagia, llevando a la formacién de grandes agregados proteicos. Todo este
material depositado en el sarcoplasma de las fibras musculares contribuye al deterioro
de la funcion y la muerte celular del ME de los pacientes con la EP, promoviendo

procesos de atrofia en el musculo."4")

En la presente tesis doctoral destacaremos un tipo de autofagia que ha sido objetivo

de estudio, la mitofagia.

1.3.3.1.1. Mitofagia

La mitofagia es el proceso por el que se degradan las mitocondrias por autofagia, ya
sea por una renovacion basal, por un dafio producido o por la necesidad de la célula

de obtener nutrientes, es decir, por inanicién.

La sefalizacién de la mitofagia se inicia por la activacion de la quinasa 1 inducida por
PTEN (PINKT1) provocada por la disminucién en el potencial de membrana mitocondrial
(AWm), el cual es fundamental para iniciar el flujo de electrones por la cadena

respiratoria para la obtencion de ATP. PINK1 es capaz de reclutar Parkina, una
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ubiquitina ligasa E3, en la membrana de las mitocondrias promoviendo la
ubiquitinacidn de las proteinas contenidas en la membrana externa mitocondrial. Estas
ubiquitinas son fosforiladas por PINK1 y, en este momento, pueden unirse a proteinas

adaptadoras del proceso autofagico, como p62, NDP52 y OPTN.

Otra via de la activacion de la mitofagia estd mediada por receptores de la membrana
externa, entre los que encontramos la proteina 3 que interactda con Bcl-2 (BNIP3) y la
proteina 1 que contiene el dominio FUN14 (FUNDC1). Estos receptores al ser activados

mediante diferentes estimulos, son capaces de actuar directamente con LC3-1.7480-82)

1.3.3.2. Lipofuscinosis

La lipofuscina es un agregado autofluorescente no degradable compuesto de lipidos,
carbohidratos y metales, localizado normalmente en los autolisosomas o libre en el
citoplasma. El acimulo de lipofuscina lisosomal promueve el bloqueo autofagico e
interfiere en la degradacion mitocondrial, lo que lleva a una disminucion de la

renovacion de las mitocondrias viejas o dafiadas.

En los ultimos afios, se ha descrito la presencia de estos agregados en las fibras

musculares de pacientes con EP, asociandolos a areas con acimulos autofagicos.®7483)

1.3.4. Clasificacién y sintomatologia

La EP se clasifica desde el punto de vista clinico en dos grandes grupos claramente
diferenciados, con sintomas y progresién diferentes. Existe la forma de presentacion
infantil y la forma de presentacién del adulto. En ambos casos, el acimulo constante de
glucdgeno en los tejidos conduce a una debilidad muscular progresiva, asociandose
sintomas producidos por disfuncién de otros tejidos como el sistema nervioso, y/o el

musculo liso y cardiaco. La gravedad varia segin la edad de inicio y el grado de
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afectacién de los érganos. Cada una de las formas de presentacion se caracteriza por

una actividad de la enzima GAA que determina la gravedad de la EP (Figura 10).
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Figura 10. Diferentes formas fenotipicas de la EP segun el % de actividad enziméatica de la GAA.

Modificacién de van der Ploeg AT & Reuser AJJ®©2).

Entre todas las formas de la EP se encuentran dos grupos principales:

42

Enfermedad de Pompe de infantil (EPI): Esta forma de EP se produce por un

déficit inferior al 1% de la actividad enzimatica de GAA vy la aparicién de los
sintomas es anterior a los 12 meses de edad.

Dentro de este grupo, predomina la forma clasica, descrita por J.C. Pompe en
1930®Y y caracterizada por una cardiomiopatia hipertrofica rapidamente
progresiva, insuficiencia respiratoria, hepatomegalia, debilidad e hipotonia
muscular, disfagia y macroglosia. Estos pacientes suelen morir antes del primer
afio de edad si no se les administra tratamiento por las complicaciones de la
cardiomiopatia hipertréfica o de la insuficiencia respiratoria.®©"8%

También existe una forma no clasica con menor gravedad descrita por
Hers®, que es utilizada para describir a los pacientes que presentan sintomas
en el primer afio de vida pero sin miocardiopatia y con una esperanza de vida
media sin tratamiento de unos 2 afios. La causa de muerte en estos casos suele

estar relacionada con complicaciones respiratorias secundarias a la debilidad

de esta musculatura. La sintomatologia de esta forma es similar a la clasica
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pero con una debilidad muscular que progresa mas lentamente y la
cardiomiopatia es menos severa.®*"?

Enfermedad de Pompe de inicio tardio (EPIT): Esta forma de EP se produce

por un déficit de entre el 1 al 40% de la actividad enzimatica de GAA. Se
presenta de dos formas dependiendo de la edad de aparicion de los sintomas,
la forma juvenil, con una aparicién entre la infancia y la adolescencia, y la
forma adulta, cuya aparicion es a partir de la segunda década de edad.

La sintomatologia de la EPIT abarca un espectro muy heterogéneo
caracterizado por una debilidad muscular progresiva con insuficiencia
respiratoria. La forma adulta es relativamente lenta, provocando un diagndstico
bastante mas tardio, de entre 5 a 10 afios después de la aparicion de los
primeros sintomas. La progresion de la debilidad muscular afecta
principalmente a los musculos axiales, de las cinturas y de la musculatura
respiratoria, particularmente el diafragma. En estados avanzados de la
enfermedad, se establece una profunda debilidad muscular provocando en la
mayoria de los casos la dependencia de silla de ruedas. Ademas, la afectacion
del diafragma produce una insuficiencia respiratoria con ortopnea, dando lugar
a hipoventilacion nocturna y a la aparicion de apneas del suefio, requiriendo
finalmente la ayuda de soporte ventilatorio.

En las Ultimas décadas, se han descrito otros sintomas en la EPIT, entre los que
se incluye: disartria y disfagia, osteoporosis, escoliosis, neuropatia de fibra
pequefia, pérdida de audicion, funcién gastrica alterada, afectacién del tracto
urinario y del esfinter anal, y dolor y fatiga, asi como un aumento en la

frecuencia de arritmia cardiaca y aneurisma cerebral e intracraneal .©'-63667287)

Se conoce como EP asintomatica aquellos pacientes en los que se realiza el

diagnostico de la enfermedad mediante estudios enziméaticos y/o genéticos, pero no

han desarrollado todavia ningun sintoma. En la mayoria de los casos son pacientes

que, o bien se han estudiado en el contexto del hallazgo casual de hiperckemia, o bien
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son familiares de otros casos diagnosticados. La mayoria de ellos acaba desarrollando
sintomas, si bien se han descrito casos de pacientes mayores de 60 afios que
Unicamente presentan hiperckemia y posiblemente sean el espectro méas benigno de la
enfermedad.®® Hoy en dia no disponemos de herramientas que nos permitan predecir

los pacientes con EPIT que desarrollaran o no sintomas en la evolucion de la EP.

En la presente tesis nos centraremos en la EPIT, ya que todos los estudios realizados en

nuestro laboratorio son de muestras obtenidas de estos pacientes.

1.3.5. Genética

La EP es una enfermedad hereditaria de caracter autosémico recesivo que estd
causada por una o varias mutaciones en el gen de la GAA. Este se encuentra en el
brazo largo del cromosoma 17 (17g25.2-g25.3). El acido desoxirribonucleico (DNA)
complementario (cDNA) de este gen presenta una longitud de 3.6 kilobases (kb) del
cual 2,856 pares de bases (pb) de la secuencia son codificantes. El gen completo,
incluyendo los intrones (secuencias no codificantes), tiene una longitud de 28 kb y

contiene 20 exones.®58)

En el Pompe Center del Erasmus MC de Rotterdam se mantiene un registro actualizado
de todas las mutaciones que dan lugar a la EP. Las mas frecuentes son mutaciones con
cambio de sentido (missense), deleciones o mutaciones en el empalme de genes
(splicing), que se extienden por todo el gen y afectan a algunos de los pasos
involucrados en la sintesis, las modificaciones postraduccionales, el trafico lisosémico o

el procesamiento proteolitico de GAA.©®+%0)

La mutacién méas comun es ¢.-32-13T> G (también /VST7-13T>G), tipica de la EPIT y
presente como una de las mutaciones en los individuos heterocigotos. Se trata de una
transversion de Timina a Guanina en la posicién 13 del intrén 1 del gen, originando un

splicing alternativo. Este defecto genera transcritos aberrantes en los que se suprime el
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exon 2 ademas de transcritos completos en el 10% de las veces permitiendo una

actividad enzimaética de entre un 10-20%.

La mutacion 7935C>A (también Asp645Glu) es la mas frecuente entre los recién
nacidos de Taiwan y China. Adicionalmente, la deleciéon del exén 18 produce la
ausencia de la sintesis de la enzima derivando la forma infantil grave de la EP. En la
poblacién de origen africano, la mutacion mas prevalente es 2560C>T (también

Arg854X) en la cual se sintetiza un proteina truncada que se elimina rapidamente.®

1.3.6. Diagnostico

Dada la heterogeneidad clinica en las formas de inicio tardio de la enfermedad y la
dificultad del diagndstico por su semejanza a otras ENM, durante los Ultimos afos se
ha aplicado un diagnéstico diferencial en el que se aplican diversos algoritmos que
incluye diferentes criterios a seguir segun los resultados de las pruebas realizadas para,
finalmente, llegar al diagndstico de la EP (Figura 11).°" El caracter progresivo y

degenerativo, hace que sea fundamental el diagndstico precoz de la enfermedad.

Existen multiples pruebas diagndsticas a realizar en pacientes con sospecha de EP que

se describen a continuacioén.

1.3.6.1. Andlisis clinicos

1.3.6.1.1. Electromiografia

Estudios de electromiografia (EMG) revelan patrones miopaticos en los musculos
proximales del 70% de los pacientes con EPIT. Con esta herramienta se pueden
detectar descargas miotdnicas, tipicamente en musculatura paraespinal, que son

altamente sugestivas de la enfermedad, pero no especificas ya que pueden verse en
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otras ENM. Se puede observar potenciales de fibrilacion y/o signos de

denervacién.®'%>
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Figura 11. Algoritmo de diagnéstico de EPIT. Modificacién de Toscano A et al®?.
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1.3.6.1.2. Estudios de espirometria

Estos estudios son fundamentales para detectar problemas respiratorios en los
pacientes con EPIT. Para ello se analiza la capacidad vital forzada (CVF) en posicion
sentado y, a continuacion, acostado. Una disminucién de mas del 10% entre ambas
determina la presencia de debilidad en el diafragma. La musculatura accesoria a éste
podria verse también afectada indicandose en pruebas como la medicion de la presién
inspiratoria y espiratoria. Ademas, si los pacientes que tienen alteraciones en la CVF
sufren fatiga y somnolencia durante el dia, se realizan estudios de ventilacién nocturna

para asegurar que no exista una hipoventilacién durante el suefio.®¢°

1.3.6.1.3. Pruebas funcionales

Se realizan diferentes pruebas para evaluar el estado de los musculos de los pacientes
con EPIT, entre las que se encuentran aquellas donde se contabiliza el tiempo que se
emplea para realizar una accion: la prueba de marcha de 6 minutos (6MWT) o de 10
min, la prueba de levantarse y andar, la prueba de subir y bajar 4 escalones y el MFM-
20 (escala con 20 items para medir la funcion motora). Ademas, se realizan diferentes
estudios para evaluar la fuerza muscular utilizando diferentes escalas como la de MRC

(Medical Research Council).

1.3.6.14. Resonancia magnética

En los ultimos afos, la resonancia magnética (RM) muscular se ha convertido en una
herramienta Util en el diagndstico y seguimiento de la EP. La identificacion de los
musculos reemplazados por grasa se puede evaluar utilizando secuencias ponderadas
T1. No obstante, para el seguimiento detallado son necesarias técnicas mas avanzadas
como Dixon que es capaz de cuantificar la grasa en un area determinada del ME vy,

ademas, ha sido confirmado su efectividad en pacientes con EPIT.®>™
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1.3.6.2. Andlisis en laboratorio

1.3.6.2.1. Analitica de sangre

La mayoria de los pacientes con EP presentan CK elevadas en el suero hasta 15 veces
por encima de los niveles normales. A pesar de ello, la CK es un marcador inespecifico
ya que algunos de los pacientes presentan niveles normales, ademas de que algunos
pacientes asintomaticos podrian dar valores elevados de CK. Ademas, con frecuencia
encontramos niveles elevados de alanina transaminasa (ALT), aspartato transaminasa

(AST) y lactato deshidrogenasa (LDH).®>

1.3.6.2.2. Biopsia muscular

Estudios histologicos en la biopsia muscular de pacientes con EP muestran la
presencia de vacuolas, utilizando la tincion de Hematoxilina-Eosina (HE). Ademas, éstas
presentan en su interior grandes depositos de glucdgeno utilizando la tincidn de

Periodic Acid-Shiff (PAS) (Figura 12).

Figura 12. Biopsia del vasto lateral derecho de una mujer de 46 afos con EPIT. A: Variacién
prominente del tamano de las fibras musculares con nlcleos centrales y vacuolas citoplasmaéticas

y subsarcolémicas de multiples tamafos (HE 200x). B: Acimulo pronunciado de glucégeno

dentro de las vacuolas (PAS 200x). Modificacion de Al Jasmi F et al®®.

Este almacenamiento de glucdgeno y vacuolizacién de las fibras musculares se muestra
con una menor frecuencia en los pacientes con EPIT en comparacion con la EPI.

Ademas, la ausencia de vacuolas PAS positivas en las biopsias musculares no descarta
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la enfermedad. En estos casos puede ser de utilidad la realizacion de una tincién de
fosfatasa acida, que va a mostrar un incremento de la actividad lisosomal en fibras
musculares. Por todo ello y por la obtencidon de muestra de tipo invasivo, esta prueba

se realiza de manera complementaria.6>9)

1.3.6.2.3. Actividad enzimadtica de GAA

La actividad enzimatica de la GAA se puede realizar en diferentes tipos de muestras
bioldgicas, la mas comuin es en sangre seca recogida en papel (llamada gota seca).
Ademas, se puede realizar la prueba de actividad en cultivo de fibroblastos, realizando
una biopsia de piel, en sangre periférica (linfocitos) y en biopsias de musculo. Estas
muestras se ponen en contacto con un sustrato, llamado 4-metilumbeliferil-a-D-
glucopiranosido, el cual por la accion de la GAA libera el producto 4-metilumbeliferona
que se analiza por fluorometria o por espectrofotometria de masas. Ademas, en este
protocolo se afiade acarbosa para inhibir la enzima maltasa glucoamilasa, la cual
podria hidrolizar el sustrato proporcionandonos resultados erroneos. Contra menos

producto resultante obtengamos menor es el % de la actividad enzimatica.®>¢

1.3.6.2.4. Genética

El diagnéstico mediante la secuenciacién del gen GAA es una prueba en la que
encontrdndose dos de las mutaciones en las dos copias del gen conlleva a la
confirmaciéon de la EP (véase punto 1.3.5). Esta técnica es muy Util para detectar

portadores de una mutacion en familia de afectados.®”

1.3.6.2.5. Glucosa tetrasacdrida en orina

En los ultimos afios se ha utilizado la glucosa tetrasacarida (Glc4) en orina como

biomarcador para monitorizar la respuesta al tratamiento. A pesar de no ser especifico
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para esta enfermedad, los niveles de Glc4 en orina elevados, junto a un déficit de GAA
y a una clinica compatible, apoyan el diagnostico de la enfermedad. El analisis de Glc4

se realiza mediante cromatografia liquida o espectrometria de masas.®®

1.3.7. Tratamiento
El tratamiento para la EP consiste, actualmente, en la terapia de reemplazo enzimatico
(TRE) junto con cuidados paliativos para tratar la sintomatologia. No obstante, estan en

desarrollo nuevos avances terapéuticos.®”

1.3.7.1. Terapia de reemplazo enzimdtico

La TRE consiste en suministrar al paciente una proteina exdgena que en su organismo

no esté siendo sintetizada de forma normal.

En el afio 2006, la Agencia Europea del Medicamento (EMA) aprobd la utilizacién de un
tratamiento de reemplazo enziméatico para la EP. Este consiste en administrar de
manera intravenosa, cada 15 dias, 20 mg/kg de una enzima recombinante de la GAA,

llamada a-glucosidasa humana recombinante (rhGAA) conocida como Myozyme.®?

En estudios previos, se demostré que la membrana celular presenta receptores para el
residuo manosa-6-fosfato (M6P), caracteristico de las hidrolasas lisosomales, los
receptores de M6P (MPR). Ese hecho llevd a elaborar una enzima que mimetiza a la
GAA, es decir, que tiene la misma funciéon y presenta los residuos M6P para poder ser
incorporada en el lisosoma. Se realizaron diversos estudios que demostraban la validez
de esta enzima recombinante que conseguia entrar en este organulo e hidrolizar el

glucdgeno en glucosa, mejorando los sintomas de los pacientes con EP.¢+100

En nifos con fenotipo clasico de evolucion rapida se han evidenciado resultados
eficaces, con una reduccién de la cardiomiopatia hipertréfica. En adultos se han visto

beneficios a nivel motor, respiratorio y de fuerza muscular.

50



INTRODUCCION

A pesar de los beneficios encontrados sobre este tratamiento, los resultados a medio y
largo plazo presentan algunas controversias. En el caso de la forma de EPI, un estudio
de la evolucion del tratamiento en mas de 10 afos, realizado por Parini R et al,
concluye que con el tiempo la TRE no logra estabilizar las mejoras clinicas impidiendo
frenar la progresion de la enfermedad." En la forma EPIT, los resultados obtenidos
presentan una variabilidad entre individuos bastante considerable causada por la
variabilidad fenotipica que encontramos en este grupo. Por lo general, en los estudios
realizados se describe que los beneficios disminuyen pasados los 3-5 afios de

tratamiento provocando la progresion de la EP (102109

La TRE también presenta varias limitaciones entre las que encontramos el elevado
coste y la generacion de anticuerpos contra esta enzima recombinante en parte de los
pacientes. A pesar de ello, se ha demostrado que la titulacion de anticuerpos baja o
intermedia no presenta un gran impacto en la progresidn de la enfermedad®.
También se ha podido observar, que la funcion muscular es la que menos se beneficia
y diferentes estudios apuntan a que es debido al menor nimero y/o a la baja afinidad

de los MPR en las fibras musculares.©492105-107

Todas estas limitaciones en el actual tratamiento de la enfermedad provocan que se

estén disefiando nuevos enfoques para mejorar la TRE."?

1.3.7.2. Estrategias terapéuticas en desarrollo

Sanofi-Genzyme ha desarrollado una enzima de nueva generacién (NCT02782741) para
mejorar la actual TRE. La Avalglucosidasa o (NeoGAA) consiste en la enzima rhGAA de
segunda generacion en la que se le ha aumentado el nimero de residuos de M6P
elevando asi la afinidad por el receptor MPR.(%) Recientemente, se ha publicado que
este estudio proporciona evidencias de mejoria clinica significativa en la funcién

respiratoria, la deambulacion y la resistencia funcional.*
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Amicus Therapeutic ha desarrollado otra enzima artificial, ATB200, que se administra
junto con una chaperona, AT2221, para estabilizar su estructura y la vida media de la
enzima recombinante (NCT03729362).""9 Los resultados obtenidos a corto plazo no
evidencian mejoras significativas en comparaciéon con la combinacién de TRE y

placebo.™

En la actualidad, se estan desarrollando estudios con terapia génica mediante
inyeccion de vectores virales que llevan asociado el gen de GAA. El objetivo es
restaurar la capacidad de producir GAA funcional al proporcionar a las células una
copia funcional del gen GAA. Para ello se utilizan vectores de adenovirus asociados
recombinantes (rAAV), que consisten en vectores a los que se les elimina los genes
patogénicos y se les agrega el gen de interés, en este caso el GAA. Como virus, integra
el gen en el genoma del paciente, proporcionando una nueva copia sin mutaciones del

gen GAA que codifica para la proteina funcional.?

La Universidad de Florida llevé a cabo el primer estudio (NCT00976352) en pacientes
con EPI utilizando rAAVT1-CMV-hGAA. E|l objetivo de este trabajo fue mejorar la
funcion respiratoria mediante una inyeccidon directamente en el diafragma. Los
resultados reflejaron que el adenovirus era seguro y tolerado por los pacientes!?.
Ademas, en esta universidad se esta llevando a cabo otro estudio (NCT02240407) para
evaluar la accibn de rAAv9-DES-hGAA combindndolo con tratamiento
inmunomodulador, en pacientes con EPIT. Este utiliza como promotor la desmina, para
optimizar los niveles de expresion del transgén GAA en las fibras musculares. Estudios
en ratones proporcionaron resultados exitosos, mostrando resultados de mejoria en la

funcion cardiorrespiratoria.'’™® Ademas en otros estudios en ratén se evidencid una

reduccién en el acimulo de productos autofagicos.!"™

Existen otras terapia en desarrollo, entre las que encontramos la terapia de reduccién

de sustrato y la estimulacion de exocitosis lisosomal.’?
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1.4. Biomarcadores

En 2001, se definié un biomarcador como una caracteristica que se puede medir y
evaluar objetivamente como un indicador de un proceso biolégico o de una respuesta
farmacoldgica a un tratamiento.'™ En 2016, se actualizé la definicién de biomarcador
a una variante funcional o indice cuantitativo de un proceso bioldgico que predice o
refleja la evolucién o predisposicion a una enfermedad o una respuesta a la
a.(116,117)

terapi

Un buen biomarcador ha de cumplir las siguientes caracteristicas'™:

v Ser facil de cuantificar en material bioldégico de facil accesibilidad y
procedimientos invasivos.

v" Su mediciéon ha de ser fiable, rapida, reproducible y barata.

v' Las concentraciones o la actividad del biomarcador no deben estar sujetas a
grandes variaciones en la poblacion general.

v" Su expresion ha de estar especificamente alterada (elevada o reducida) en una
patologia en particular.

v" No verse afectado por condiciones no relacionadas u otros factores.

La busqueda de biomarcadores tiene un importante interés para establecer un
diagnoéstico, pronéstico y progresion de una enfermedad, asi como para poder

monitorizar el efecto del tratamiento actual.

1.4.1. miRNAs

Los miRNAs son moléculas pequeias de acido ribonucleico (RNA) no codificante de
unos 18-21 nucledtidos (nt) que tienen como funcién la regulacién de la expresion de
genes a nivel postranscripcional. Los miRNAs se unen a las regiones no traducidas
(UTR) 3', aunque en algunos casos se unen a los extremos 5, de los RNAs mensajeros

(mRNA), provocando asi su degradacion o la inhibicién de la traduccion proteica. Por
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ello, los miRNAs son reguladores idéneos de los mRNAs, incluyendo los que involucran
diferentes procesos bioldgicos. Ademas, cada miRNAs no actla de forma individual ni
tiene un solo gen diana si no que los miRNAs tienen multiples genes diana y cada uno

de los MRNAs puede estar regulado por multiples miRNAs (118-122)

La sintesis de miRNAs se inicia por la accién de la RNA polimerasa I, la cual es capaz
de transcribir, a partir del DNA de nuestro genoma, cadenas largas de precursores
primarios (pri-miRNAs). Algunos miRNAs maduros pueden compartir estas estructuras
primarias. Los pri-miRNAs son procesados por una enzima nuclear ribonucleasa
(RNAasa) tipo Ill denominada Drosha que por escision forma los precursores de
miRNAs (pre-miRNAs), que son moléculas de unos 60-80 nt que se encuentran
plegadas entre si formando una estructura en horquilla. Estas moléculas se transportan
del nucleo al citoplasma mediante la exportina-5 y una vez alli, la RNAasa de tipo llI
denominada Dicer la corta y forma un miRNA de doble cadena de unos 21 nt. Sélo
una de las cadenas complementarias se une al complejo de silenciamiento inducido
por RNA (RISC), mientras que la otra queda inactiva o se degrada. El complejo RISC
junto al miRNA se une al mRNA diana inhibiendo su traduccién o causando su

degradacién (Figura 13).1217124

Durante los ultimos afos se ha descrito que los miRNAs pueden ser detectables en
diferentes fluidos biolégicos, entre los que encontramos suero, plasma, saliva, orina,
liquido cefalorraquideo, etc. Ademas, la alteracidn de la expresién de miRNAs juega un
papel muy importante en diferentes patologias utilizindose como biomarcadores de

varias enfermedades, sobre todo en cancer.12>120

Algunos miRNAs regulan varios procesos en el ME como la proliferacion y/o
diferenciacién celular, la atrofia o la regeneracién muscular. Un grupo especifico de
miRNAs, conocidos como dystromiRs, se han encontrado altamente expresados en el

suero de pacientes con distrofias musculares.'*”
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Figura 13. Esquema de la biogénesis de los miRNAs. Modificacién de Seo MS et al24.

1.4.2. miRNAs en musculo esquelético: dystromiRs

Durante los ultimos afios se ha descrito el papel que ejercen los miRNAs en los
diferentes tejidos, encontrando un grupo muy caracteristico expresado Unicamente en
corazdbn y en ME. A este grupo de miRNAs se les denomind myomiRs por su
implicacién en el musculo, incluyéndose entre ellos: miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-
206, miR-208a, miR-208b, miR-486, miR-499a y miR-499b. Durante los ultimos afios,
tres de éstos han sido descritos en diferentes patologias musculares convirtiéndose en
potenciales biomarcadores de diagndstico y seguimiento de la enfermedad. Estos
myomiRs son el miR-1, miR-133 y miR-206, y, al ser descritos en distrofias musculares,

se los denomin6 dystromiRs.

En la presente tesis nos centraremos en este grupo de miRNAs dada su implicacion en

procesos de degeneracion y regeneracién muscular.(128129

La biogénesis de los diferentes dystromiRs se encuentra muy relacionada ya que la
mayoria comparten estructuras pri-miRNAs. Los miR-1 y miR-133a son sintetizados por

el cromosoma 20 y 18. Por un lado, la region del cromosoma 20g13.33 contiene las
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secuencias génicas de los miR-1-1 y miR-133a-2, localizadas en un intrén del gen
C200rf166 y sintetizadas en el mismo pri-miRNA. Por otro lado, la region del
cromosoma 18g11.2 contiene las secuencias génicas de los miR-1-2 y miR-133a-1,
localizadas en un intron del gen MIB1. Las secuencias de las formas maduras del miR-1-
1y miR-1-2 son idénticas, al igual que las de miR-133a-1 y miR-133a-2. Por Ultimo, en
la region cromosdmica 6p12.2 se encuentra las secuencias génicas del miR-133b y
miR-206 en una region intergénica. Como resultado, los dystromiRs estan compuestos
por 4 miRNAs maduros similares entre si, el miR-133a y el miR-1 expresados en el ME y

cardiaco, y el miR-133b y miR-206 expresados Unicamente en ME (Figura 14).°3"

pri-miRNAs

10,5 kb
miR-1-1 miR-133a-2 Cromosoma
20q13.33
3,2 kb
miR-1-2 miR-133a-1 Cromosoma
189112
4,5 kb
miR-206 miR-133b Cromosoma
6p12.2

* miRNAs

miR-133a: 5 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG|3
miR-133b: 5 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCU,

miR-1: 5 UGGAAUGUAAAGAAG GU3‘
miR-206: 5'UGGAAUGUAAGGAAGU GUGG| 3

Figura 14. Localizacion de los pri-miRNAs y secuencias de las formas maduras de estos

3

dystromiRs.

A continuacion, se describen las funciones y la regulacién de los dystromiRs en el ME.

1.4.2.1. miR-133a y miR-133b

Estos dystromiRs intervienen en los procesos de proliferacion y diferenciacién de los

mioblastos en el ME (Figura 15).

56



INTRODUCCION

FGF2

IGF-1R 4—IGF-1

mTOR P‘f'é mya‘G/
317

HMox1 —— EULSEEEEE  mapks

FGFR1 PTBP2  otros
SRF PP2AC SP1 MAML1 factores
I

v
+ CCND1
MAPKs
Activacién de la
PROLIFERACION
Bloqueo de la PROLIFERACION /
Activacién de la DIFERENCIACION

Figura 15. Regulacion de miR-133a y miR-133b. Modificacion de Horak M et al'2?.

El papel fundamental de los miR-133a/b es el de potenciar la activacion y
proliferacién de los mioblastos. Una de las dianas de estos dystromiRs es el factor de
respuesta al suero (SRF), el cual es capaz de favorecer la diferenciacién muscular
inhibiendo la proliferacion, por lo tanto al ser inhibido por miR-133a/b el balance final

es favorable hacia la proliferacién. 119132

No obstante, los miR-133a/b también juegan un papel importante en la diferenciacién
de los mioblastos, ya que tiene como diana factores que intervienen en la
proliferacion via MAPK, como FGFR1 y PP2AC, bloqueando este proceso. No obstante,
el mismo proceso de proliferacién via MAPKs, regula negativamente la expresion de
estos dystromiRs para evitar ser inhibida por estos mismos. Este balance pretende
evitar una diferenciacién prematura de manera que, en fases tempranas, estos miRNAs
favorecen la proliferacidon de mioblastos y, a continuacion, una sobreexpresion de éstos

es capaz de bloquear este proceso y favorecer la diferenciacién de estos mioblastos.

Un regulador potencial de esta transicion es la sefializacién p38 que mantiene a las

células dentro del ciclo celular promoviendo la proliferacién. Ademas, esta sefializacién
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es un regulador positivo de los miR-133a/b, los cuales provocan la salida del ciclo
celular mediante el bloqueo de ciclina C2 (CCND1), via SP1, provocando la transicion
de proliferacion a diferenciacion celular.

HMOX1, YY1 y mTOR son algunos factores que regulan negativamente la transcripcion

de estos dystromiRs. (18122129

1.4.2.2. miR-1y miR-206

El papel de estos dystromiRs en el musculo se focaliza principalmente en la
diferenciacion y fusién de los mioblastos, favoreciendo la formacion de los miotubos

(Figura 16).

miR-1 y miR-206 tienen como diana factores proliferativos de las CS, como Pax3 y
Pax7, por lo que bloqueando la proliferaciéon de células musculares provoca un balance
positivo hacia la diferenciaciéon. Ademas, estos miRNAs tienen como diana factores que
inhiben la diferenciacion celular, por lo tanto, al inhibirlos se promueve este proceso.
Un claro ejemplo es la histona deacetilasa 4 (HDAC4) la cual inhibe la diferenciacion
celular inhibiendo el factor potenciador de miocito 2 (MEF2), por lo tanto al ser

inhibida, la diferenciacién puede darse sin problema.1%72%

Otras dianas que han sido descritas de estos dystromiRs son la utrofina (UTRN) y la
folistatina (FST), las cuales son inhibidas favoreciendo la diferenciacion y fusion
temprana de los mioblastos. No obstante, la inhibicion de HDAC4 provoca un aumento
de la FST la cual estd implicada en la funcion de la maduracién favoreciendo la

diferenciacién avanzada de los miotubos.333%

mTOR juega un papel fundamental en la regulacion de la transcripcién de estos
dystromiRs, ya que es capaz de activar MEF2, siendo uno de los principales activadores

de estos miRNAs junto con MyoD.
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Figura 16. Regulacion de miR-1 y miR-206. Modificacion de Horak M et al®'?2,

En la regulacion de miR-1 y miR-206 se ha descrito una retroalimentacion positiva, en
la que niveles altos de éstos promueven su transcripcion inhibiendo a potenciales
inhibidores propios, como YY1, o NOTCH3 y HDAC4, pudiendo promover su

transcripcién mediante MEF2.

Un inhibidor importante de miR-1 y miR-206 es TGF-B, que por via SMAD3, inhibe la
transcripcion del precursor de estos miRNAs, facilitando asi la salida del proceso de
diferenciacién y promoviendo la fase de maduracién de las fibras musculares. Esta fase
también se promueve por la accion de la miostatina que también es capaz de inhibir la

transcripcién de estos dystromiRs.

Como ya se ha descrito IGF-1 es un factor que promueve la proliferacion celular, por lo
tanto es capaz de inhibir la transcripcién de estos dystromiRs via activacién de AKT y

consecuente inhibicion de FoxO3, factor promotor de estos miRNAs. (118119122

La implicacién de estos miRNAs en el ME y su posible papel como biomarcadores en
diferentes patologias son la razdon de que el estudio del perfil de miRNAs en la EP sea

uno de los objetivos de la presente tesis doctoral.
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HIPOTESIS

En la presente tesis se describen dos hipdtesis:

HIPOTESIS 1:

Existe un perfil caracteristico de miRNAs en suero y mdusculo de pacientes con
enfermedad de Pompe que puede ser utilizado como biomarcador de esta patologia.
Ademas, los niveles séricos de estos miRNAs correlacionan con los resultados de las
pruebas funcionales musculares, reflejando de algin modo la situacién estructural del

musculo.
HIPOTESIS 2:
El acimulo de glucégeno en los lisosomas y vacuolas autofagicas lleva a la atrofia de

las fibras musculares, siendo uno de los mecanismos fisiopatologicos basicos en la

enfermedad de Pompe.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal de la presente tesis es estudiar nuevos biomarcadores y

mecanismos fisiopatologicos en la enfermedad de Pompe.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

¢ Estudiar el perfil de miRNAs en el suero y musculo de pacientes con EP,
comparandolos con controles sanos.

¢ Correlacionar la concentracion sanguinea de miRNAs con los resultados de las
pruebas de funcidon muscular y de RM cuantitativa de los pacientes con EP.

¢ Evidenciar si existe una correlacion entre el niUmero de vacuolas en el interior
de las fibras musculares y el tamafio de éstas en las biopsias musculares de
pacientes con EP y, ademas, estudiar qué marcadores de atrofia muscular se
encuentran incrementados en las biopsias musculares de pacientes con EP.

¢ Estudiar los mecanismos de atrofia muscular en cultivos primarios de musculo

esquelético de pacientes con EP.
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MATERIAL Y METODOS

4.1. Pacientes

Los resultados mostrados en la presente tesis, asi como las muestras bioldgicas
analizadas, han sido obtenidos mayoritariamente de pacientes provenientes de la
Unidad de Enfermedades Neuromusculares del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
(HSCSP) de Barcelona. Adicionalmente, hemos incluido muestras de biopsias
musculares obtenidas en el Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid, el Hospital

Virgen del Rocio de Sevilla y el Hospital Universitario Ludwig Maximilian de Munich.

Todos los pacientes que han participado en los estudios detallados a continuacion han
firmado un consentimiento informado y, ademas, los procedimientos realizados siguen
las recomendaciones descritas en el Decreto de Helsinki. Los estudios funcionales
siguen la regulacién de ensayos clinicos y fueron aprobados por el Comité Etico del

HSCSP.

Todos los pacientes incluidos tienen un diagnéstico confirmado de EP siguiendo los
criterios diagndsticos establecidos por el Consorcio Europeo para la enfermedad de

Pompe'*©.

En el primer estudio, donde se realiza un analisis del perfil de miRNAs en suero, existen
dos cohortes principales, la de controles sanos (n=10) y la de pacientes con EPIT
(n=35). Dentro de ésta Uultima diferenciamos 3 subgrupos dependiendo de la
sintomatologia presentada y de si estan en tratamiento con TRE. Los pacientes se
definieron dentro del grupo de sintométicos cuando se les identificd debilidad
muscular en el examen clinico utilizando la calificacién del MRC o cuando la CVF
sentado fue inferior al 85%. De los 35 pacientes, 21 pacientes eran sintomaticos
tratados con TRE, 9 sintomaticos sin tratamiento y 5 asintomaticos. En 3 de los
pacientes sintomaticos sin tratar se realizaron extracciones sanguineas antes y después
del tratamiento para estudiar los niveles de miRNAs en la progresién de la enfermedad.
Finalmente, se analizé la expresion de dystromiRs en biopsias musculares de pacientes

con EPIT (n=4) y controles sanos (n=5).
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Para el segundo estudio de la evaluacion de los procesos fisiopatoldgicos en la EP se
utilizaron biopsias musculares de pacientes con EPIT (n=12) y de controles sanos (n=4).
La Tabla 1 muestra las técnicas realizadas en biopsias musculares que se explican en
puntos posteriores. Por otro lado, para los estudios en cultivo celular, se analizaron los

mioblastos de 4 pacientes con EPIT y de 5 controles sanos.

Muestras de biopsia

muscular
MUsculo Pompe 1 v v 4 v
Mdsculo Pompe 2 v v 4 v
Musculo Pompe 3 v v v v
MUsculo Pompe 4 v 4 4 x
Musculo Pompe 5 v v v x
Musculo Pompe 6 v v v x
Mdsculo Pompe 7 v x 4 x
MUsculo Pompe 8 v x 4 x
Mdsculo Pompe 9 v x 4 x
Musculo Pompe 10 v x v x
Musculo Pompe 11 v x v x
Musculo Pompe 12 v x v x
Mdsculo Control 1 x v v 4
Musculo Control 2 x x x v
Musculo Control 3 x x x v
Mdusculo Control 4 x 4 v x

Tabla 1. Técnicas realizadas en cada una de las muestras de biopsia muscular en el
estudio de los mecanismos fisiopatoldgicos en la EPIT. Entre éstas, encontramos la HE,
IHQ, inmunofluorescencia (IF) y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

(RT-PCR).
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4.1.1. Muestras biologicas: suero y biopsia muscular

Las muestras bioldgicas realizadas en el estudio de miRNAs fueron de suero y biopsia
muscular, y en el estudio de procesos fisiopatolégicos se utilizaron biopsia muscular y

células obtenidas de algunas de ellas.

Las biopsias musculares se realizaron como parte del proceso diagndstico de los
pacientes. En el caso de los controles sanos, los pacientes que se sometieron a cirugia

ortopédica donaron muestras de biopsias musculares a nuestro biobanco.

Para los estudios histopatologicos, las biopsias musculares se congelaron en
isopentano enfriado con nitrégeno liquido y se prepararon criosecciones. Para el
analisis de western blot (WB) y expresidn génica por RT-PCR, las biopsias musculares se
congelaron directamente a -80 °C. Finalmente, para el cultivo celular, las biopsias
musculares se limpiaron y cortaron en trozos de 1-2 mm y posteriormente se

almacenaron en nitrogeno liquido hasta que se cultivaron.

4.1.2. Imagen muscular

Todos los pacientes, incluidos en el estudio de miRNAs, fueron examinados mediante
RM en un Philips Achieva XR 1.5 Teslas ubicado en el HSCSP. Se adquirieron imagenes
tridimensionales con la secuencia 2-punto Dixon y las regiones de interés (ROI) fueron
dibujadas en las areas de interés como se describi6 anteriormente.®¥ La fraccién media
de grasa de los musculos se calculé a partir de los datos adquiridos y utilizados para el

analisis estadistico.
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4.1.3. Pruebas de funcion muscular

En los pacientes, incluidos en el estudio de miRNAs, se realizaron una serie de pruebas
de funcidon muscular, entre las que se incluyen: la prueba de 6MWT, el tiempo para

caminar 10 metros, el tiempo de subida y bajada de 4 escalones, y la MFM- 20.

La fuerza muscular fue estudiada utilizando la escala MRC y miometria manual.
Ademas, se utilizaron escalas complementadas por los pacientes de actividades de la
vida diaria (ACTIVLIM) y otras escalas de calidad de vida via cuestionarios INQoL y SF-
36. La CVF en posicidén sentada y tumbada se obtuvo con un espirémetro Carefusion

Microlab ML 3500 MK8 (Carefusion, Yorba Linda, CA, EE. UU).

4.2. Biologia molecular

4.2.1. Cuantificacion de miRNAs por PCR en tiempo real

4.2.1.1. miRNAs en suero

La extraccion de miRNAs del suero se realizd usando el kit de DANAGENE de
microRNA y RNA libre de células (DANAGEN, Badalona, Spain) utilizando MS2 RNA
(Roche, Basel, Switzerland), como transportador para mejorar el aislamiento del RNA, y

controles exégenos (Unisp2,4 y 5).

Los miRNAs fueron retrotranscritos en cDNA con el kit miRCURY LNA™ Universal RT
microRNA PCR (EXIQON). En este punto del experimento, se utilizaron como controles

ex6genos Unisp6 y cel-miR-39-3p.

Los estudios de expresién de miRNAs constaron de dos fases diferentes, una primera
etapa de descubrimiento y, finalmente, la etapa de validacién. Para la fase de

descubrimiento, se seleccionaron 5 muestras de suero de 4 grupos diferentes:
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controles sanos, pacientes con EPIT asintomaticos, pacientes con EPIT sintomaticos no
tratados y pacientes con EPIT sintomaticos tratados. Para la fase de validacion, se

expandio la cohorte hasta 10 muestras de controles sanos y 35 pacientes con EPIT.

4.2.1.1.1. Fase de descubrimiento

En esta primera etapa, los miRNAs se analizaron mediante RT-PCR utilizando unos
paneles preestablecidos de EXIQON denominados “Serum/Plasma Focus microRNA

PCR 384 wells Panels" (V4.M) (EXIQON).

Los resultados se analizaron con el software Sequence Detection System (SDS) version
2.4 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). La media y la desviacion estandar (DE)
fueron calculadas vy, finalmente, una empresa de consultoria experta en el analisis de
datos de miRNAs llamada ANAXOMICS realiz6 un analisis estadistico de los datos sin
procesar. Los niveles relativos de miRNAs séricos seleccionados se normalizaron
usando cel-miR-39-3p y Unisp6 como controles exdgenos'*” y los miRNAs; has-miR-
126-3p, has-miR-151a-3p y has-miR-21-5p, como controles enddgenos identificados
mediante la aplicacion del algoritmo geNorm™®, un método basado en la estabilidad

por pares descrito anteriormente.>9

4.2.1.1.2. Fase de validacion

Los miRNAs identificados en la fase de descubrimiento fueron posteriormente
estudiados en la fase de validacion. Se utilizé ExiLENT SYBR Green master mix (QIAGEN,
Venlo, Netherlands) y los ensayos individuales de miRCURY LNA miRNA PCR Assays
(QIAGEN) para estudiar cada uno estos miRNAs.

Se analizaron, para todas las muestras, un total de 21 miRNAs: 14 miRNAs problema, 1
miRNA enddgeno como normalizador, 2 miRNAs controles de hemdlisis y 4 miRNAs

controles exégenos. El miR-126-3p se utilizdé como endbégeno para normalizar los

75



MATERIAL Y METODOS

datos. De los 14 miRNAs problema, 9 fueron seleccionados en la etapa previa y otros 5

anadidos al estudio por su implicacién en la patologia del musculo.

Como se disponia de muestra de suero previa y posterior a la TRE de 3 pacientes
sintomaticos, se decidié estudiar los niveles de algunos de los miRNAs en la progresién

de la enfermedad.

La expresion relativa de miRNAs se analizé utilizando el método Ct comparativo con el

software SDS 2.4.(149

4.2.1.2. miRNAs en musculo

Los niveles de expresion de algunos de los miRNAs se analizaron en biopsias

musculares obtenidas de pacientes con EPIT (n=4) y de controles sanos (n=5).

La extraccion de éstos miRNAs se realizé utilizando el kit de microRNA DANAGEN
(DANAGEN). Para esta técnica, también usamos MS2 (MS2 RNA, Roche) y los controles

exdgenos para el aislamiento de miRNAs.

Para el andlisis de la expresién de miRNAs en musculo, se utilizd la EXILENT SYBR Green
master mix (QIAGEN) y miRCURY LNA miRNA PCR Assays (QIAGEN) para cada miRNA.
Para este tipo de muestras se utiliz6 U6 snRNA (RNU6-2) como control endégeno para

normalizar los datos.4"

La Tabla 2 recoge los diferentes ensayos analizados por RT-PCR, entre los que se
incluyen: los controles exdgenos sintéticos afadidos en diferentes puntos del
experimento, los miRNAs utilizados como controles enddgenos y los miRNAs de

estudio.
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Ensayos de miRNAs

Biopsia muscular

estudiados

Controles exégenos de

la extraccion de Unisp2, Unis4 y Unisp5
miRNAs

Controles exégenos de

... Unisp6 y cel-miR-39-3p
la retrotranscripcion

Controles endégenos miR-126-3p RNU6-2

miR-1-3p, miR-106b-5p,
miR-133a-3p, miR-145-5p,
miR-181a-5p, miR-186-5p,
miRNAs de estudio miR-199a-5p, miR-206,
miR-23a-3p, miR-29-3p,
miR338-3p, miR-423-5p,
miR-486-5p y miR-652-39

miR-1-3p, miR-133a-3py
miR-206

Tabla 2. Ensayos individuales de miRNAs para RT-PCR utilizados en muestras de suero en la fase

de validacion y en muestras de biopsia muscular.

4.2.2. Cuantificacion de mRNA por PCR en tiempo real

4.22.1. Expresién génica en musculo

Para estudiar la expresién de algunos atrogenes en las biopsias de pacientes con EPIT,
se realizaron extracciones de RNA total con Rneasy® Micro Kit (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. A continuacion, se determind la concentracién de RNA
utilizando un espectrofotémetro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). El DNA complementario (cDNA) se sintetizd a partir de 0.5 pg de RNA total
utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems.) y la
RT-PCR de c¢DNA se realizd utilizando Tagman Universal PCR Master Mix y el 7900HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
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Los niveles de expresion de mRNA se cuantificaron utilizando sondas Tagman (Applied
Biosystems) de los siguientes genes: BNIP3 (Hs00969291_m1), FBXO32/Atrogin-1
(Hs01041408_m1), TRIM63/MuRF-1 (Hs00822397_m1) y GAPDH (Hs99999905_m1). El
ensayo de GAPDH se utilizd como control endégeno para normalizar la expresion del
resto de genes y se analiz6 la cuantificacién relativa de todos ellos utilizando el

método Ct comparativo con el software SDS v2.4 (Applied Biosystems).(40)

4.22.2. Expresién génica en miotubos

Los ensayos de expresidn génica en miotubos se realizaron utilizando el kit Tagman
Fast Advanced Cells-to-CT (Thermo Fisher Scientific) después de 0, 3, 6 y 9 dias de

diferenciacién (véase punto 4.3.7).

Los niveles de expresion de mRNA se estudiaron utilizando sondas Tagman (Applied
Biosystems) de los siguientes genes: BNIP3 (Hs00969291_m1), FBXO32/Atrogin-1
(Hs01041408_m1), MYODT (Hs00159528_m1), MYOG (Hs01072232_m1), MYHT
(Hs000418)6 y GAPDH (Hs99999905_m1). Al igual que en la expresion génica de las
biopsias musculares, los resultados se normalizaron con el control endégeno GAPDH y
la cuantificacién relativa de todos los genes se analiz6 mediante el método Ct

comparativo con el software SDS 2.4.(10

4.3. Ensayos in vitro

4.3.1. Cultivos primarios humanos de biopsia muscular

Para los estudios de cultivo celular, se aislaron mioblastos primarios de biopsias de
musculo humano que se procesaron y cultivaron de acuerdo con el método descrito
por la Dra. Askanas.'*? De manera resumida, las piezas de musculo se incubaron a

37°C, 5% de CO; y 5% de O, en un medio de proliferacion que contenia Dulbecco’s

78



MATERIAL Y METODOS

Modified Eagle’s Medium (DMEM) y M-199 (en proporcion 3:1), 15% de suero fetal
bovino (FBS) (todos de Gibco, Thermo Fisher Scientific), L-glutamina 2 mM (Lonza,
Basel, Switzerland), 12.5 ng/ml de factor béasico de crecimiento de fibroblastos (bFGF),
10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (EGF) (ambos de Peprotech, Rocky Hill,

NJ) y penicilina-estreptomicina al 1% (Lonza).

Los mioblastos se aislaron utilizando el anticuerpo anti-CD56-PE humanos (Miltenyi
Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany) y el BD FACSAria Cell Sorter (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA).

Para analizar la proliferacion, se sembraron mioblastos a 5,000 células/cm? utilizando el

ensayo de incorporacion de BrdU (Roche) en 3 dias diferentes (a las 24, 48 y 72 horas).

Para WB e IF, se sembraron mioblastos a 8,000 células/cm?®. En el caso de las IF, las
células se sembraron en cubreobjetos recubiertos con gelatina al 0.15% para analizar la
formacién de miotubos. Para inducir la diferenciacién de mioblastos y la formacion de
miotubos, el medio se cambié a medio bajo en suero (2% de FBS) sin factores de

crecimiento durante 9 dias.

4.3.2. Cultivo y transfeccion de mioblastos inmortalizados

El efecto de BNIP3 en el desarrollo de miotubos se estudid utilizando mioblastos
inmortalizados de controles sanos proporcionados por el Dr. Mouly del Institut de

Myologie (Paris, France).("®

Los mioblastos se expandieron usando medio de musculo esquelético (SMM)
(Promocell, Heidelberg, Germany) y se transfectaron con el plasmido pGFP-BNIP3
(RG205087, Origene, Rockville, MD, USA) utilizando la unidad 4D-Nucleofector™ vy el
kit P5 Primary Cell 4D-Nucleofector™ (Lonza). Ademas, los mioblastos inmortalizados
se transfectaron con el pldsmido pmaxGFP™ (proporcionado por el kit P5) como

control de transfeccion y para determinar si las diferencias en la formacion de

79



MATERIAL Y METODOS

miotubos fueron causadas por el plasmido BNIP3 o por el proceso de transfeccion. Una
vez transfectadas, las células positivas para la proteina fluorescente verde (GFP) se
seleccionaron utilizando el BD FACSAria Cell Sorter. Para este estudio, se utilizaron tres
grupos de estudio diferentes: células no transfectadas, transfectadas con GFP y

transfectadas con BNIP3.

Una vez obtenida la poblacidn positiva para el plasmido de BNIP3, los mioblastos se
sembraron en cubreobjetos recubiertos con gelatina al 0.15% hasta lograr una
confluencia mayor a 90%, momento en el cual se realizé un cambio de medio al de

diferenciacion, mencionado anteriormente, durante 9 dias.

Finalmente, y después de la formacion de miotubos, se estudié la morfologia de éstos
comparando las areas de miotubos entre grupos. Adicionalmente, el indice de fusion
se determin6 como el porcentaje de nucleos incluidos en miotubos que expresan MF-

20 (que contienen al menos 3 nucleos) dividido entre el nimero total de nucleos.

4.4. Western Blot

Una vez completado el proceso de diferenciacidon de los mioblastos, se recogieron
pellets de miotubos y se lisaron en tampoén RIPA (Sigma-Aldrich) que contenia un
cédctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche). Los lisados celulares se
centrifugaron a 4°C y 13,000xg durante 20 min y se obtuvieron los sobrenadantes que
fueron guardados a -80 °C. La proteina total se cuantificd utilizando el kit de ensayo

Precision Red protein (Cytoskeleton, Denver, CO, USA).

Una vez obtenidas las proteinas totales del lisado, se cargaron 50 ug en geles Mini-
PROTEAN® TGX™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa con el kit Trans-Blot Turbo RTA Mini Nitrocellulose Transfer
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Las membranas se bloquearon en caseina diluida 1:1 en
TBS y se incubaron con anticuerpos primarios y secundarios como se muestra en la

Tabla 3.
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Anticuerpo primario

Huésped

Dilucién

Técnica

Referencia

Marca
comercial

MuRF1/TRIM63 Mouse monoclonal 1/200y 1/500 | IHQy WB NBP2-52515 Novus Biologicals
Fbx032/Atrogin-1 Rabbit monoclonal 1/100 HQ ab168372 Abcam
BNIP3 Mouse monoclonal 1/100 IHQe IF ab10433 Abcam
Citocromo-C Mouse monoclonal 1/250 IHQ 12963S Cell Signalling
Miosina Rapida Rabbit policlonal 1/200 IF ab91506 Abcam
ULK1-p (Ser317) Rabbit policlonal 1/100 IHQe IF PA5-104556 Invitrogen
AMPK-p (Thr172) Rabbit monoclonal 1/50 IF 2535 Cell Signalling
FUNDC1 Rabbit policlonal 1/100 IHQe IF NBP1-81063 Novus Biologicals
HIF-1x Rabbit monoclonal 1/100 IF ab51608 Abcam
LC3B Rabbit policlonal 1/500 WB 2775S Cell Signalling
p62 Rabbit policlonal 1/250 IFy WB BML-PW9860-0100 Enzo Life Science
B-actina Mouse monoclonal 1/2,000 WB A5441 Sigma-Aldrich
MyHC (MF-20) Mouse monoclonal 1/100 IF MAB4470 Novus Biologicals

Anticuerpo secundario Conjugacion Dilucién Técnica Referencia Marca.
comercial
GAM biot N/A 1/200 IHQ 31800 Invitrogen
GAR biot N/A 1/200 IHQeIF 31820 Invitrogen
GAR Alexa 488 1/200 IF A11008 Invitrogen
GAM Alexa 594 1/200 IF A11005 Invitrogen
Estreptavidina Alexa 594 1/200 IF S11227 Invitrogen
GAR Alexa 594 1/200 IF A11037 Invitrogen
Hoescht 33342 N/A 1/10,000 IF H3570 Invitrogen

GAR IRDye 800 1/7,500 WB 926-32211 LI-COR

GAM IRDye 680 1/7,500 WB 928-68070 LI-COR

Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el estudio de la fisiopatologia de la

EP. Animales huéspedes y reconocidos expresados en inglés. Biot = biotinilado, GAM = Goat

anti-human, GAR = Goat anti-rabbit y N/A = sin informacion.
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Finalmente, las membranas se visualizaron usando un Odyssey Imaging System (LI-
COR). La cantidad de proteina se cuantifico utilizando el software Image Studio Lite (LI-

COR) y los niveles de proteina se expresaron en relacion a la B-actina.

4.5. Histologia, inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

Con respecto a la histologia, se realizaron tinciones de HE en criosecciones de 12
biopsias musculares de pacientes con EPIT. Una vez obtenidas las imagenes requeridas,
se sometieron a una evaluacién con la finalidad de estudiar la presencia de vacuolas.
Para ello, se analizaron aleatoriamente mas de 80 fibras musculares por cada biopsia y
las clasificamos con una puntuacién de 0 a 4 segln la presencia y tipo de vacuolas
(Figura 17). La puntuacion de 0 indica que no habia presencia de vacuolas dentro de
las fibras musculares, las puntuaciones de 1 y 2 indican la presencia de pequefas
vacuolas y, finalmente, las puntuaciones de 3 y 4 indican grandes vacuolas dentro de

las fibras musculares llenando el sarcoplasma.

En estas mismas fibras se midié el diametro minimo de Feret (Min Feret) utilizando el
software Imagel. Finalmente, se realizaron correlaciones entre el tamafo de la fibra y el

tipo de puntuacién obtenido en la escala.

La tincidn con rojo de alizarina se realiz6 para visualizar la presencia de depdsitos de
Ca** en las biopsias musculares de pacientes con EPIT. Se utilizé una biopsia muscular
de un paciente con distrofia muscular de Duchenne (DMD) como control positivo de

esta técnica.
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Puntuacién Morfologia

Figura 17. Escala con puntuaciones de 0 a 4 segun la presencia y tipo de vacuolas en las fibras

musculares de pacientes con EPIT. Barra de escala=50 um.
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Para los estudios de IHQ, las secciones de tejido se fijaron con una soluciéon de
acetona:etanol fria (1:1), se lavaron con solucién salina tamponada con Tris (TBS) y se
trataron con peroxido de hidrogeno al 3%. Para permeabilizar y bloquear el tejido, las
secciones se trataron con una solucién de albimina de suero bovino al 1% y Triton al
2% diluidos en TBS y se incubaron con el reactivo de bloqueo UltraCruz (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA). Las secciones de musculo se incubaron con
anticuerpos primarios y secundarios, siguiendo los criterios mostrados en la Tabla 3. El
producto de reaccién se visualizé utilizando los kits de sustrato VECTACTAIN® Elite
ABC-HRP e ImmPACT® DAB (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Finalmente,
las secciones de tejido se lavaron con agua destilada, se contratifieron con
hematoxilina durante 1 min y se montaron con Aquatex (Sigma-Aldrich, San Luis, MO,

USA).

Para esta técnica, se utilizé una biopsia muscular de un paciente con Dermatomiositis
(DM) como control positivo para la presencia de los diferentes atrogenes: BNIP3,
Atrogin-1 y MuRF-1, ya que se ha informado atrofia perifascicular en estos

pacientes. (144145

Para los estudios con la técnica de IF, las criosecciones se fijaron con acetona, se
lavaron con TBS y se incubaron en solucién de bloqueo UltraCruz Blocking Reagent
(Santa Cruz). Posteriormente, las secciones de tejido se incubaron con anticuerpos
primarios y secundarios como se muestra en la Tabla 3. Ademas, para el estudio de
expresion de BNIP3 por IF, se incluyeron biopsias de 3 pacientes con enfermedad de

motoneurona para estudiar si las fibras denervadas expresaban BNIP3.

Para detectar la apoptosis a nivel de una Unica célula, se utilizd la tecnologia
fluorométrica TdT-UTP nick-end labeling (TUNEL) junto al kit In Situ Cell Death
Detection (Roche) segun las instrucciones del fabricante. Finalmente, las secciones se

montaron con Fluoromount (Sigma-Aldrich).
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Para realizar IF en miotubos después de 9 dias de diferenciacién, los cubreobjetos con
miotubos se fijaron con etanol, se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) y se incubaron con el reactivo de bloqueo UltraCruz (Santa Cruz). Los miotubos
se incubaron con anticuerpo anti-cadena pesada de miosina (MyHC) y con GAM Alexa
594 como se muestra en la Tabla 3. Finalmente, los cubreobjetos se montaron en

portaobjetos con Vectashield con DAPI (diamidino-2-fenilindol) (Vector Laboratories).

Todas las imagenes se obtuvieron usando un microscopio Olympus BX51 (Olympus,
Tokyo, Japan) acoplado a una cdmara DP72 o un microscopio Leica Confocal SP5 AOBS
(Leica). Para crear combinaciones de imagenes y estudiar la co-expresién de dos

marcadores se utilizo el software Image).

4.6. Anailisis estadistico

4.6.1. Fase de descubrimiento del estudio de miRNAs

En la primera fase del estudio del perfil de miRNAs, se realizaron pruebas ANOVA para
identificar diferencias en los niveles de expresion de miRNAs entre las diferentes
cohortes. Los valores de p se ajustaron para pruebas multiples utilizando la correccién
de Tukey-Kramer. El conjunto de datos con todas las variables de los pacientes
individuales se analizd utilizando una estrategia de ciencia de datos basada en un
enfoque de extraccién de datos, en el que se utilizaron los siguientes métodos:
seleccion de caracteristicas y extraccion de algoritmos CHOW-LIU, MRMR, RELIEFF,
RFE-SVM, SFFS y Wilcoxon con correlacion y, como clasificador base, GLM_Binomal y
Naive Bayes.!¢">V Para priorizar la capacidad de generalizacidn de la conclusion, se
realiz6 un andlisis de validacion de K-fold, que arroj6 medidas de calidad con

validacion cruzada (como la precisién) para cada biomarcador.
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4.6.2. Fase de validacion del estudio de miRNAs

Para la fase de validacién se utilizaron pruebas no paramétricas para el analisis
estadistico de las variables. Se realiz6 la prueba U de Mann-Whitney para evaluar si
habia diferencias significativas en las variables entre grupos, por un lado, entre
controles y pacientes con EPIT y, por otro lado, entre los tres grupos de pacientes con

EPIT (asintomaticos, sintomaticos tratados y sintomaticos sin tratar).

En el caso de los miRNAs en biopsia muscular, también se realiz6 la prueba de U de
Mann-Whitney para estudiar las diferencias entre dos cohortes, controles sanos y

pacientes con EPIT.

4.6.3. Correlaciones clinicas

La prueba no paramétrica de Spearman se utilizdé para analizar las correlaciones entre
la expresion de miRNAs en suero y los resultados aportados por las pruebas
funcionales y la imagen muscular. Para eliminar errores de las multiples correlaciones,
se utilizd la prueba de Bonferroni. Los estudios estadisticos se realizaron con el
software IBM SPSS® Statistics versidon 21 y los resultados de todos los estudios

estadisticos se consideraron significativos cuando p era inferior a 0.05.

4.6.4. Estudio de mecanismos fisiopatologicos de la EP

La creacidon de gréficos y los andlisis estadisticos se produjeron utilizando el software
GraphPad Prism 8.0. Los datos se expresaron como la media + DE, y las comparaciones
y comparaciones multiples se realizaron mediante la prueba de Mann-Whitney y la
prueba de comparaciones multiples de Tukey, respectivamente. Se utilizd la prueba de

Greenhouse-Geisser para comparar la expresién de genes miogénicos entre las dos
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cohortes de controles sanos y pacientes con EPIT en la diferenciacion de miotubos. Se

considerd significativo un valor de p inferior 0.05.

87






5. RESULTADOS







RESULTADOS

A diferencia del apartado de material y métodos, que se ha desarrollado teniendo en

cuenta la tipologia de las técnicas, los resultados se han dividido en dos grandes

apartados teniendo en cuenta los dos estudios principales de la tesis doctoral: la

identificacion de miRNAs y el estudio de mecanismos fisiopatoldgicos en la EP,

concretamente procesos ligados a la atrofia muscular en la enfermedad.

5.1.

Identificacion de miRNAs en pacientes con EP

5.1.1. Descripcion de la cohorte de pacientes

La Tabla 4 recoge los datos relacionados con la descripcion y las caracteristicas clinicas

de las diferentes cohortes utilizadas en este estudio.

S Pacientes Pacientes Pacientes
Caracteristicas clinicas (n=10) asintomaticos  sintomaticos no sintomaticos
n=
(n=5) tratados (n=9) tratados (n=21)
Edad 412 + 164 24 + 8.2 506 + 114 50.81 + 8.6
Sexo
. 6/4 2/3 6/3 7/15
(hombre/mujer)
Tiempo desde el 04+ 66 15 + 9.1
inicio de los sintomas o -
Tiempo en TRE - - - 51+25
Ayuda para caminar - - 0 10
Ventilacion - - 2 9

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de las cohortes utilizadas para el estudio de miRNAs.
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5.1.2. Expresion de miRNAs en suero

En la primera fase de descubrimiento, observamos diferentes niveles de expresion
entre los grupos de estudio en 9 de los 185 miRNAs incluidos en el ensayo de
descubrimiento (ANOVA, p<0.05). Los niveles de expresion de estos 9 miRNAs se
analizaron mas a fondo en la fase de validacion. Estos fueron los siguientes: miR-106b-
5p, miR-199a-5p, miR-652-3p, miR-423-5p, miR-1-3p, miR-133a-3p, miR-186-5p, miR-
338-3p y miR-23a-3p. Ademas, incluimos en la fase de validacién un grupo de miRNAs
que estan involucrados en el proceso de degeneracién muscular: miR-206, miR-145-5p,
miR-181-5p, miR-486 y miR-29a-3p."?

En la segunda fase de validacién, en cuanto a los resultados de los 3 dystromiRs,
observamos un aumento estadisticamente significativo en los niveles de expresién de
miR-1-3p y miR-206 entre las dos grandes cohortes: pacientes con EPIT y controles

sanos (Figura 18A y C).
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Figura 18. Comparativa de los niveles de expresién sérica de dystromiRs entre pacientes con
EPIT y controles sanos. Los datos representados corresponden al valor de Fold change y se

representan como media + DE. *p<0.05 y ***p<0.001.

92



Fold change

RESULTADOS

También analizamos si existian diferencias entre los 4 subgrupos de estudio: pacientes

asintomaticos, pacientes sintomaticos no tratados, pacientes sintomaticos tratados y

controles. Tal y como se observa en la Figura 19, los resultados mostraron diferencias

significativas en la expresiéon de miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206 entre los pacientes

sintomaticos tratados y el grupo control. En los niveles de expresion de miR-206,

también observamos diferencias significativas entre controles y pacientes sintomaticos

no tratados ademas de entre pacientes asintomaticos y sintomaticos tratados (Figura

19C).
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Figura 19. Comparativa de los niveles de expresién sérica de dystromiRs entre los controles

sanos Yy las diferentes cohortes de pacientes con EPIT. Los datos representados corresponden al

valor de Fold change y se representan como media + DE. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

A pesar de que identificamos otros miRNAs potenciales en la fase de descubrimiento y

afnadir otros al estudio de validacidn, ninguno de ellos mostré diferencias significativas

en esta fase (Figura 20).
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Figura 20. Comparativa de los niveles de expresion sérica de los miRNAs incluidos en la etapa de
validacion. Los datos representados corresponden al valor de Fold change y se representan como

media + DE.
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Finalmente, decidimos estudiar si el tratamiento con TRE era un condicionante que
modificaba los niveles séricos de dystromiRs (miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206).
Estudiamos muestras de tres pacientes que se obtuvieron antes del inicio del
tratamiento y entre 6 meses y 1 afio después. En la Figura 21 se puede observar que
los niveles séricos de dystromiRs aumentaron en dos pacientes mientras que
disminuyeron en uno de los pacientes. Sin embargo, no aplicamos ningun estudio

estadistico debido al pequefio tamafo de nuestra cohorte.

- Paciente A

miR-1-3p miR-133a-3p miR-206
-®- Paciente B
2 - Paciente C

= =

T T T T T T
Pre-TRE Post-TRE Pre-TRE Post-TRE Pre-TRE Post-TRE

Fold change
Fold change
Fold change

Figura 21. Comparativa de los niveles de expresion sérica de los miRNAs incluidos en la etapa de

validacién. Los datos representados corresponden al valor de Fold change.

5.1.3. Expresion de miRNAs en musculo

Con respecto a la expresion de miRNAs en musculo, se puede observar un aumento
estadisticamente significativo en la concentracién de miR-206 en biopsias musculares
de pacientes con EPIT extraidas antes del inicio del tratamiento (n=4) en comparacion
con los controles (n=5) (Figura 22C). Aunque las diferencias observadas en la
expresion muscular de miR-1-3p y miR-133a-3p no fueron estadisticamente
significativas, hubo una tendencia a estar mdas elevados en los pacientes en

comparacion con los controles (Figura 22A y B).
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miR-1-3p miR-133a-3p miR-206

Fold change
Fold change
Fold change
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Figura 22. Comparativa de los niveles de expresion muscular de los miRNAs incluidos en la
etapa de validacién. Los datos representados corresponden al valor de Fold change y se

representan como media + DE. *p<0.05

5.1.4. Correlacion entre las pruebas clinicas y la expresion de

miRNAs en suero

Al realizar estudios de correlacién entre la expresiéon de los diferentes miRNAs, los
resultados mostraron una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles

séricos de miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206a en pacientes con EPIT (Tabla 5).

También se realizaron correlaciones entre los niveles séricos de dystromiRs y las
caracteristicas clinicas de los pacientes. Los resultados obtenidos mostraron que no
habia ninguna correlacién entre la edad de los pacientes, la edad al inicio de la TRE, el
tiempo en el inicio de la ERT y los niveles séricos de miRNAs. En cambio, se
identificaron correlaciones significativas entre los niveles de expresién de dystromiRs y
algunas de las pruebas de funcién muscular (Tabla 5), a pesar de obtener coeficientes

de correlacion inferiores a 0.6.

Con respecto a la fraccion de grasa media de los muslos, analizada mediante RM

muscular cuantitativa, en la misma tabla podemos ver que esta variable correlaciona

96



RESULTADOS

con los niveles de expresion sérica del miR-206, aunque al igual que con las pruebas de

funcion muscular, el coeficiente de correlaciéon fue inferior a 0.6.

miR-1-3p miR-133a-3p miR-206
Sig CcC Sig cC Sig cC
miR-1-3p - - 0.007 0.457** 0.000 0.761**
miR-133a-3p 0.007 0.457** - - 0.003 0.493**
miR-206 0.000 0.761** 0.003 0.493** - -
MRC score 0.089 - 0.094 - 0.035 -0.385*
Escala miometria 0.899 - 0.803 - 0.337 -
6MWT 0.803 - 0.073 - 0.584 -
10MWT 0.514 - 0.043 0.378* 0.151 -
Tiempo para
0.446 - 0.061 - 0.589 -
levantar y andar
Tiempo para
. 0.386 - 0.053 - 0.119 -
subir 4 escalones
Tiempo para
. 0.855 - 0.120 - 0.211 -
bajar 4 escalones
MFM-20 0.388 - 0.039 -0.373* 0.064 -
CVF sentado 0.465 - 0.025 -0416* 0.243 -
CVF acostado 0.286 - 0.057 - 0.535 -
Escala ACTIVLIM 0.628 - 0.986 - 0.462 -
qMRI fraccion
0.107 - 0.205 - 0.013 0.420*
grasa

Tabla 5. Correlaciones entre expresion de miRNAs y caracteristicas clinicas. Sig = significancia

bilateral, CC = coeficiente de correlacion, *p<0.05 y **p<0.01 (prueba Rho de Spearman).
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5.2. Estudio de los mecanismos de atrofia muscular en la EP

5.2.1. Descripcion de la cohorte de pacientes

En el estudio se incluyeron muestras de biopsias y células musculares de pacientes con
EPIT. En el caso de las muestras de tejido muscular, la Tabla 7 muestra la siguiente
informacion de los pacientes: tipo de musculo, el sexo, la edad de inicio de sintomas y
del momento de la biopsia, las caracteristicas genéticas y el % de fibras vacuoladas en
las biopsias. En el caso de las células cultivadas, la informacion de los pacientes la

encontramos en la Tabla 8.

5.2.2. Correlacion entre la presencia de vacuolas y el tamafo

de las fibras musculares

Como hemos podido observar en la Tabla 7, el valor promedio obtenido de fibras
musculares con vacuolas en el sarcoplasma fue del 10.06%, con valores en un rango del
0 al 38%. En 6 de los 12 pacientes el valor obtenido era inferior al 5%, lo que confirma
que en la EPIT la vacuolizacién, aunque es un hallazgo caracteristico de la enfermedad,

puede ocurrir en una minoria de fibras.

Para identificar si existia una correlacion entre el tamafio de las fibras y la presencia de
vacuolas en el sarcoplasma, se establecié una escala para clasificar las fibras segin 5
puntuaciones diferentes, desde 0 (sin vacuolas) hasta 4 (sarcoplasma lleno de vacuolas)
(Figura 17, en material y métodos). Como se puede observar en la Figura 23A, el
didmetro medio de las fibras musculares fue un 12,2% menor en las fibras que
contenian vacuolas (puntuaciones de 1 a 4) que en las fibras sin vacuolas en su interior

(puntuacién 0).

Ademas, se observd una correlacion negativa entre la puntuacién y el didmetro de las

fibras (Figura 23B).
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Inicio de i
L % Fibras
’ los Biopsia .
Muestra Musculo , Mutaciones vacuoladas
sintomas | (edad)
(escala >2)
(edad)
Misculo
GAA ¢.-32-13T>G
Misculo Pompe 1 Biceps H 62 63 <1%
GAA c.1657C>T
GAA ¢.-32-13T>G
Misculo Pompe 2 Deltoides M 27 46 10.74%
GAA c.1532C>A
GAA c2173C>T
Misculo Pompe 3 Biceps H 35 41 9.24%
GAA c2173C>T
GAA ¢.-32-13T>G
Misculo Pompe 4 N/A M 48 62 15.73%
GAA ¢.236_246del CCACACAGTGC
GAA c.-32-13T>G
Musculo Pompe 5 Cuédriceps M 49 56 ) <1%
GAA ¢.2600_2604delTGCTinsA
GAA c.-32-13T>G
Musculo Pompe 6 | Cuadriceps M 27 31 4.19%
GAA ¢.1192dupC
GAA c.-32-13T>G
Musculo Pompe 7 N/A H 36 41 <1%
GAA ¢c.875A>G (p.Y292C)
GAA c.-32-13T>G
Musculo Pompe 8 | Cuadriceps H 5 37 . 38.75%
GAA: exon 20 Deletion
GAA c.-32-13T>G
Musculo Pompe 9 | Cuadriceps M 20 53 29.17%
GAA ¢.1933G>T (p.D645Y)
GAA c.-32-13T>G
Musculo Pompe 10 | Cuadriceps M 48 59 12.58%
GAA c. 2237G>A (p.W746*)
GAA c.-32-13T>G
Musculo Pompe 11 | Cuadriceps H 14 48 <1%
GAA: ¢.1432G>A (p.G478R)
GAA c¢.-32-13T>G
Musculo Pompe 12 Biceps M 30 35 <1%

GAA c.-32-13T>G

Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes con EPIT de los cuales se realizaron ensayos en

criosecciones de biopsias musculares. M = mujer y H = hombre. N/A = sin informacién.
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Muestra

Mdsculo Sexo

Inicio de los
sintomas

Biopsia

(edad)

Mutaciones

Células (miotubos)

(edad)

Vasto GAA c.-32-13T>G
Miotubos Pompe 1 H 39 55
lateral GAA c.-32-13T>G
Vasto GAA c.-32-13T>G
Miotubos Pompe 2 H 48 62
lateral GAA c.1721T>C
Biceps GAA c.-32-13T>G
Miotubos Pompe 3 . H 28 42
braquial GAA c.1396delG
Miotubos Pompe 4 GAA c.-32-13T>G
N/A M 48 62
(=Musculo Pompe 4) GAA ¢.236_246del CCACACAGTGC

>

Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes con EPIT en el que se han realizado cultivos celulares.

M = mujer y H = hombre. N/A = sin informacion.

Tamaiio de las fibras
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Diametro normalizado

(Min Feret)

1.57

1.0

0.51

Tamaiio de las fibras
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N v

Puntuacion

>k

Figura 23. Relacion del tamafio de las fibras musculares con la presencia de vacuolas (A) y con la

puntuacién de éstas (B). Los datos representados corresponden al didmetro de min Feret

normalizado y se representan como media + DE. **p<0.01 y ***p<0.001.
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5.2.3. Estudio de los marcadores de atrofia en el musculo de

pacientes

5.2.3.1. Expresion de BNIP3 y otros marcadores de atrofia

Se estudio la expresion de varias moléculas relacionadas con la atrofia de las fibras en

biopsias musculares de pacientes con EPIT, incluidas Atrogin-1, MuRF-1 y BNIP3.

Mas del 90% de las fibras vacuoladas expresaron BNIP3 en pacientes con EPIT, tanto

por IHQ (Figura 24), como por IF (Figura 25).

>

Atrogin-1
5 S~

Musculo Control 4 Control Positivo

Muasculo Pompe 2

Musculo Pompe 2

Musculo Pompe 3

BNIP3

Figura 24. Expresion de Atrogin-1, MuRF-1y BNIP3 en biopsias musculares de un paciente con

DM (control positivo), un control sano y pacientes con EPIT. Barra de escala=200 um.
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Musculo Pompe 2 Musculo Pompe 4 Musculo Pompe 7

Musculo Pompe 8 Musculo Pompe 9 Musculo Pompe 10

Figura 25. Expresion de BNIP3 en biopsias musculares de pacientes con EPIT. Barra de

escala=200 ym.

En el tejido muscular de pacientes con EPIT no se observaron fibras claramente
positivas para Atrogin-1 y MuRF-1 (Figura 24A). Sin embargo, la RT-PCR mostré una
mayor expresion de mRNA de FBX0O32, TRIM63 y BNIP3 en biopsias musculares de
pacientes con EPIT en comparacion con los controles, aunque estas diferencias no

alcanzaron significacién estadistica (Figura 26).
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Figura 26. Expresion génica de FBXO32 (Atrogin-1), TRIM63 (MuRF-1) y BNIP3 en musculo de
controles sanos y pacientes con EPIT. Los datos representados corresponden al valor de Fold

change (normalizado con GAPDH) y se representan como media + DE.
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Con el objetivo de relacionar el marcaje de atrofia con la presencia de autofagia en
estas fibras, se decidi6 realizar una IF con doble marcaje para BNIP3 y p62, una
proteina involucrada en el proceso de autofagia. Los resultados mostraron que esta
proteina se expresaba en fibras musculares positivas para BNIP3, dando un marcaje

doblemente positivo (Figura 27).

+p62+Hoechst

Misculo Pompe 8 Musculo Pompe 2

Misculo Pompe 9

Figura 27. Co-expresion de BNIP3 y p62 en biopsias musculares de pacientes con EPIT. Barra de

escala=100 pym.

El siguiente paso fue estudiar si el marcaje de BNIP3 dependia del tipo de fibras, si eran
rapidas o lentas. Como se puede observar en las imagenes de la Figura 28, la
expresion de BNIP3 no dependia del tipo de fibra ya que se detectd expresion de

BNIP3 en ambos tipos de fibras.
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Miosina rapida +Miosina rapida

Figura 28. Expresion de BNIP3 y fibras rapidas en biopsias musculares de pacientes con EPIT.

Musculo Pompe 2

Misculo Pompe 4

Barra de escala=100 um.

Ademas, como se han observado cambios neurégenos en pacientes con EP y las fibras
atréficas podrian ser fibras denervadas, se estudié la expresion de BNIP3 en biopsias
musculares de pacientes con neuropatia motora. No obstante, no se observé expresion

de BNIP3 en las biopsias de estos pacientes (Figura 29).

Masculo Pompe 8 Masculo neurégeno 1

Masculo neurégeno 2 Musculo neurégeno 3

Figura 29. Expresion de BNIP3 en biopsias musculares de pacientes con neuropatia motora.

Barra de escala=100 ym.
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5232 Estudio de las vias de requlacién de BNIP3

Para caracterizar el papel de BNIP3 en la EP, se estudiaron las vias moleculares que
regulan su expresion, tal y como se muestra en el diagrama de la Figura 30A basado
en Gao et al.”™* Se ha descrito que la hipoxia, el dafo celular y la autofagia regulan la

expresion celular de BNIP3.

Para estudiar si se daba un proceso de hipoxia en pacientes con EPIT que
desencadenase la expresion de BNIP3, se estudio la expresion del factor 1 inducible por
hipoxia (HIF-1a). Como control de la IF se utilizd una biopsia de un paciente con DM el
cual presentaba un marcaje claramente positivo. Los resultados obtenidos mostraron
gue aparentemente no se da un proceso de hipoxia en los pacientes con EPIT, ya que

éstos no expresaban este factor (Figura 30B).

Por otro lado, el dafio de la membrana muscular se asocia a un aumento en los niveles
de Ca*™* en el sarcoplasma de las fibras musculares que activan la via TNF-a/NF-kB que
desencadena la expresion de BNIP3. Es por ello, que se estudid la posible acumulacién
de Ca*™ en los pacientes con EPIT. Para ello, las biopsias de pacientes con EPIT se
analizaron con un microscopio de luz polarizada y se utiliz6 la biopsia de un paciente
con DMD como controles positivos debido al dafio masivo de la membrana celular y la
acumulacién de Ca** dentro de las fibras musculares. En los pacientes con EPIT,

Unicamente se observd una acumulacidon menor en fibras aisladas (Figura 30C).
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G B Control Positivo Musculo Pompe 4
cell damage starvation
— a-—— |
byposi = 3
i
— [BNI3| T
g—
~
Musculo Control 4 Musculo Pompe 2 Control Positivo

Rojo de alizarina

Figura 30. Esquema de las vias moleculares que regulan la expresién de BNIP3 (A). Estudio de
procesos de hipoxia en pacientes con EPIT utilizando como control un paciente con DM (B).
Estudio de la acumulaciéon de Ca*™ con rojo de alizarina en pacientes con EPIT usando como

control positivo un paciente con DMD (C). Barra de escala=100 pm.

Finalmente, y tal y como se muestra en el diagrama, BNIP3 se encuentra regulado por
mTOR en respuesta a la activacién de la autofagia. ULK1 es un iniciador clave de la
autofagia regulado también por AMPK. La fosforilacion de ULK1 en diferentes residuos
presenta diferentes consecuencias. Por un lado, mTOR inhibe ULK1 a través de la
fosforilacion del residuo Ser555 vy, por otro lado, la inhibicion de mTOR permite la
interaccion de ULKT y AMPK. En ésta, AMPK fosforila el residuo Ser317 de ULK1
activandolo e induciendo la expresién de proteinas implicadas en la autofagia. Dado
que estd publicado que mTOR se encuentra regulado a la baja en la EP5+"%9), e

decidid estudiar en pacientes con EPIT la expresién de AMPK y la fosforilacidon del

residuo Ser317 de ULK1.

Los resultados mostrados en la Figura 31 revelaron que las biopsias musculares de los

pacientes con EPIT presentaban fibras positivas para ULK1-p. Ademas, la IF doble con
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anticuerpos BNIP3 y ULK1-p (Ser317) mostré que del total de fibras positivas para
BNIP3 una media del 87.37 % (rango de 55 a 100%) co-expresaban ULK1-p (Ser317).

A

ULK1-p laer317) ULK1-p (ser317) +ULK1-p+Hoechst

i
Bt WL
1 f_- | --
v S
NE |
2ié
" %
s >
3 p
Vars ‘

B ULK1-p (ser317) +ULK1-p+Hoechst

Musculo Pompe 4 Musculo Pompe 2 Musculo Control 4

Misculo Pompe 8

Misculo Pompe 9

Figura 31. Co-expresion de BNIP3 y ULK1-p en biopsias musculares de pacientes con EPIT. Barra

Musculo Pompe 10

de escala=100 pm (A) y 75 um (B).
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Finalmente se pudo relacionar la activacion de ULK1 mediante la via AMPK ya que las
fibras positivas para BNIP3 co-expresaron con AMPK-p (Thr172), tal y como se muestra

en la Figura 32.

AMPK-p (thr172) +AMPK-p +Hoechst

Musculo Pompe 10 Musculo Pompe 8 Musculo Pompe 3

Figura 32. Co-expresion de BNIP3 y AMPK-p en biopsias musculares de pacientes con EPIT.

Barra de escala=100 um.

5.2.3.3. Estudio de las funciones principales de BNIP3

BNIP3 tiene un papel destacado en la autofagia, la atrofia celular y la apoptosis (Figura

33)5%),

Citocromo-C |—| Apoptosis ‘

Mitofagia |—| Autofagia ‘

Funciones de
BNIP3

Figura 33. Esquema de las principales funciones que ejerce BNIP3.
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Como se menciond anteriormente, se ha observado que el acimulo de vacuolas en el
sarcoplasma de las fibras musculares esta asociado con la atrofia de la fibra muscular
que podria estar dirigida por la expresion de BNIP3, entre otras moléculas proatréficas.
Sin embargo, BNIP3 también puede inducir la apoptosis a través del dafio mitocondrial.
Estudios previos confirman que BNIP3 induce la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial y la liberaciéon de citocromo-C al citosol, lo que desencadena la muerte
celular programada.™”™® Sin embargo, en nuestro estudio no observamos que sea
ésta una de las funciones que desempefia BNIP3 en los pacientes con EPIT, ya que no
se encontrd expresion de citocromo-C en el sarcoplasma de las biopsias de musculo
(Figura 34B). Ademas, no se observd marcaje de DNA en las biopsias musculares de
pacientes con EPIT con la técnica de TUNEL, lo que confirma que no se produce

apoptosis en estos pacientes (Figura 34A).

A Control Positivo Miusculo Pompe 2

+ Hoechst

B Musculo Control 4 Musculo Pompe 2 Musculo Pompe 4

Citocromo-C

Figura 34. Estudio de muerte celular en biopsias musculares de pacientes con EPIT utilizando el
kit de TUNEL (A) y analizando la expresion de citocromo C (B). Barra de escala=200 (A) um y 100
pm (B).

Como BNIP3 también ha estado involucrado en el proceso de mitofagia, analizamos si

FUNDC1 también se expresaba en fibras musculares positivas para BNIP3. En los
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resultados, se identificaron Unicamente unas pocas fibras positivas para FUNDC1 en los
pacientes con EPIT que, ademas, solo unas pocas co-expresaron con BNIP3 (Figura 35),
lo que sugiere que ocasionalmente podria ocurrir un proceso activo de mitofagia en las

fibras musculares que expresan BNIP3.
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Figura 35. Co-expresion de BNIP3 y FUNDC1 en biopsias musculares de pacientes con EPIT.
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Estos resultados apoyan la idea de que la principal consecuencia de la sobreexpresion

de BNIP3 en pacientes con EPIT es la atrofia de las fibras musculares.
5.2.4. Estudios de atrofia muscular en miotubos de pacientes
En base a los hallazgos observados en biopsias musculares de pacientes con EPIT, se

decidié analizar si los mioblastos in vitro replicaban, y por lo tanto se afianzaban los

resultados obtenidos in vivo en la biopsia muscular.
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524.1.

Estudios de proliferacion y diferenciacion

Estudios recientes avalan que los mioblastos de pacientes con EP tienen la capacidad

de proliferacion y diferenciacién intactas.®™ Nuestros experimentos coinciden con

éstos, ya que los mioblastos de pacientes con EPIT mostraron tasas de proliferacion

normales en comparacién con los mioblastos de control (Figura 36).
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Figura 36. Ensayo de BrdU para evaluar la proliferacion celular.

Al inducir la diferenciacion, tanto los mioblastos de los controles como los de los

pacientes con EPIT activaron el programa miogénico, iniciando una expresién de MYOG

y posteriormente MYHT una vez ya se habian formado los miotubos después de 9 dias

de diferenciacion (Figura 37).
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Figura 37. Expresion génica de MYOD1, MYOG y MYHT durante el proceso de diferenciaciéon de

los mioblastos a miotubos en controles sanos y pacientes con EPIT. Los datos representados

corresponden al valor de -ddCt y se representan como media + DE.
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5.24.°2. Estudios de atrofia en miotubos de pacientes con EPIT

A pesar de que los mioblastos de pacientes con EPIT no presentaron alteraciones en la
capacidad de diferenciar a miotubo, el tamafo de éstos fue significativamente menor
que el de los miotubos de controles (Figura 38). El didmetro medio de los miotubos de
pacientes con EPIT era de 60.28 + 4555 um frente a el didmetro medio de 91.46 +

77.38 um de los controles.
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Figura 38. Tamaio del didmetro de los miotubos de controles y de pacientes con EPIT. Los datos
representados corresponden al didmetro Min Feret como media + DE (A) y como frecuencia de
distribucién acumulada (B) de imagenes tomadas en ambas cohortes (C). Barra de escala=200

pm. ***p<0.001.
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Nos preguntamos si estas diferencias estaban relacionadas con una capacidad de
fusion deteriorada de los mioblastos para formar grandes miotubos multinucleados, o
si estaban relacionadas con un proceso atrofico en curso, que imitaba lo que sucedia
en las fibras musculares. La Figura 39 muestra que no se encontraron diferencias en el
nimero de nucleos por miotubo entre pacientes con EPIT en comparacién con los
controles sanos, lo que sugiere que los mioblastos no tenian una capacidad de fusion

deficiente.
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Figura 39. NUmero de nucleos por miotubos en controles y en pacientes con EPIT. Cada uno de
los valores representados es la media obtenida del anélisis de los miotubos de cada muestra

independiente. Los datos se representan como media + DE.

Posteriormente, decidimos evaluar qué genes y proteinas se estaban expresando en
estos miotubos. En los resultados obtenidos se mostré un aumento en la expresion del
gen BNIP3 en los miotubos de pacientes con EPIT, aunque estas diferencias no
alcanzaron significacién estadistica (Figura 40A y B). Ademés, observamos un
aumento en la expresién de p62 y LC3II/LC3I en las muestras de pacientes con EPIT
(Figura 40C y D), lo que sugiere que la autofagia se activd en estas células, tal y como

se conocia con anterioridad.16%-162
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Figura 40. Expresion génica de BNIP3 durante la diferenciacién (A) y en la completa formacién
(B) de miotubos de controles y de pacientes con EPIT. Los datos representados corresponden al
valor de -ddCt y Fold change, respectivamente, y se representan como media + DE. Las imagenes
Cy D representan la expresién de proteina analizada por WB en los miotubos de controles y

pacientes con EPIT. Los datos estan normalizados con B-actina.

Todos estos resultados sugirieron que el proceso de atrofia de los miotubos de

pacientes con EPIT podria ser inducido por varios factores, y no solo por la expresién

de BNIP3.
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5.24.3. Efectos en la formacién de miotubos derivados de la

transfeccion de BNIP3 en mioblastos inmortalizados

Para probar las consecuencias de una sobreexpresion aislada de BNIP3 en miotubos, se
transfectaron mioblastos control inmortalizados con un pldsmido BNIP3 y analizamos
su efecto sobre la diferenciacion y formacién de miotubos. También evaluamos el
efecto de transfectar mioblastos con un plasmido control GFP, con la finalidad de
descartar que los resultados se deban al proceso de transfeccibn y no a la

sobreexpresion de BNIP3.

Los resultados mostrados en la Figura 41A evidencian diferencias significativas en el
tamafno de los miotubos entre muestras transfectadas (plasmidos BNIP3 y GFP) y no
transfectadas. Sin embargo, los miotubos transfectados con BNIP3 eran
significativamente mas pequefos que los transfectados con el plasmido GFP, lo que

sugiere que la sobreexpresion de BNIP3 indujo la atrofia de los miotubos.

Ademas, se observaron diferencias significativas en el indice de fusién entre el grupo
de miotubos no transfectados y los grupos transfectados (tanto GFP como BNIP3),
pero no se encontraron diferencias significativas entre las células transfectadas con GFP
y BNIP3 (Figura 41B). Estos resultados sugieren que el proceso de transfeccién redujo
el indice de fusidn, en cambio no se relacioné una sobreexpresién de BNIP3 con una

capacidad de fusién menor.
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Figura 41. Area (A) e indice de fusién (B) de miotubos inmortalizados no transfectados,
transfectados con GFP y transfectados con BNIP3. Los datos estan representados como media +
DE de valores obtenidos de imagenes tomadas en las 3 cohortes (B). Barra de escala=200 pym.

*p<0.05 y ***p<0.001.
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DISCUSION

En la presente tesis se ha realizado, por un lado, el estudio de la expresion sérica de
miRNAs en pacientes con EP y su papel como posibles biomarcadores y, por otro lado,
el estudio de la fisiopatologia de los pacientes con dicha enfermedad, concretamente

el proceso de atrofia de las fibras musculares de los pacientes.

En el primer estudio, evaluamos la expresion de 190 miRNAs en pacientes con EPIT y
controles sanos. Los resultados mostraron que los pacientes presentaban niveles
elevados en la expresion de 3 miRNAs: miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206. Las
diferencias se consolidaron cuando la comparacidén de los niveles séricos se realizd
entre los pacientes sintomaticos contra los controles sanos. Ademas, los niveles séricos
de miR-206 fueron mas elevados en los pacientes sintomaticos en comparacién con los
asintomaticos, sugiriendo la posibilidad de que estos tres miRNAs podrian ser un
biomarcador valido en la progresiéon de la enfermedad. Sin embargo, identificamos
correlaciones débiles entre las pruebas de funcién muscular y los niveles séricos de

este miRNA.

Durante estos Ultimos afos, varios estudios han demostrado que los miRNAs son
biomarcadores potenciales de diferentes enfermedades, como el cancer, el dafio
hepético o la insuficiencia cardiaca.'®*'%) También se ha estudiado el perfil de
expresion de los miRNAs en diferentes enfermedades musculares como la DMD, la
distrofia miotdnica y la distrofia muscular facioescapulohumeral.'?"1%6-189 En dichos
estudios, el patron de expresion de los miRNAs difiere en varios de ellos en
comparacion con los controles. Tres de ellos, miR-1-3p, miR-133a-3p y miR-206, se
encuentran reiteradamente elevados en las distrofias musculares, razén por la cual son
conocidos con el nombre de dystromiRs. Estos sélo se expresan en el corazén y el ME
y, por ello, pueden ser una herramienta potencialmente valiosa para el seguimiento de
los pacientes en estudios longitudinales, pero también para el estudio de la

fisiopatologia de las enfermedades musculares.

La implicacion de los dystromiRs en el proceso de degeneracidn y regeneracion

muscular ha sido ampliamente estudiada. Mientras que el miR-133a-3p influye en la
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proliferacion de mioblastos, el miR-1-3p y el miR-206 promueven la diferenciacion de
los mioblastos hacia miotubos. Ademas, la expresion de estos miRNAs se encuentra
regulada por factores de transcripcion involucrados en el desarrollo muscular, asi como

MyoD, Myf5, MEF2, SRF y otros.(33179),

Hoy en dia, el proceso de degeneracion muscular en la EP no se conoce del todo. La
expresion reducida de GAA conduce a la acumulacidn progresiva de glucdégeno dentro
de los lisosomas de las fibras musculares, lo que provoca la interrupcion del proceso de
autofagia y, por ende, encontramos lisosomas cargados de glucégeno y vesiculas
autofagicas en el sarcoplasma. Es por ello, que las propiedades contractiles
caracteristicas de las fibras musculares se encuentran alteradas. Finalmente, estas fibras
musculares mueren y son reemplazadas por grasa y tejido fibroso, proceso similar al
que sucede en las distrofias musculares. Todo ello provoca que sea razonable
encontrar niveles séricos elevados de dystromiRs en los pacientes con EPIT, como
sucede en el suero de los pacientes con distrofias musculares. Este hecho, refuerza la
idea de que la EP y las distrofias musculares pueden compartir un proceso

fisiopatologico de degeneracion muscular.

La relacién de los dystromiRs con el proceso de degeneracion y regeneracién muscular
hace que exista una alta probabilidad de que éstos se encuentren elevados en
enfermedades musculares, especialmente en el suero de aquellos pacientes en los que
el proceso de degeneracién y regeneracibn muscular se encuentra activo. Los
resultados obtenidos en nuestro estudio respaldan esta relacién, ya que los pacientes
sintomaticos que tienen activo este proceso presentaron niveles séricos mas elevados
de miR-206 en comparacién con los pacientes asintomaticos. Es por ello, como se
comenta con anterioridad, que los niveles séricos de este dystromiR podrian tener un
papel importante como biomarcador para el seguimiento de pacientes con EP. Poder
analizar estos niveles a lo largo de los afios nos podria permitir identificar el inicio de la
degeneracidon muscular y, por lo tanto, el riesgo de que empiecen a desarrollar

sintomas de debilidad muscular.
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En el caso del estudio diferencial entre pacientes sintomaticos que han iniciado o no el
tratamiento, no encontramos diferencias en los niveles séricos de dystromiRs. No
obstante, se deberia analizar un mayor numero de pacientes para poder extraer
conclusiones sobre el efecto de la TRE en el proceso de degeneracién y regeneracion

muscular en la EP sintomatica.

Estudios anteriores demostraron que la TRE disminuye la acumulacion de glucdégeno
en las fibras musculares de modelos animales en etapas preclinicas ademéas de en
pacientes. No obstante, estudios recientes demuestran que la debilidad muscular de
los pacientes con EPIT que estan en tratamiento progresa independientemente de éste.
Ademas, la reposicion de grasa muscular, que estad relacionada con el proceso de

degeneracion y regeneracion muscular, aumenta con los afios.®*1%%

Nuestros resultados avalan la idea de que el proceso de degeneracion muscular
permanece activo a pesar del inicio del tratamiento en los pacientes con EP. Es por
todo ello que sea razonable que no hayamos encontrado una reduccién de los niveles
de expresion de dystromiRs en las muestras recogidas de pacientes después del

tratamiento con respecto a las recogidas previamente a éste.

En un estudio previo al nuestro, Tarallo et al estudiaron el perfil de miRNAs en la EP y
observaron niveles sanguineos elevados en la expresion de miR-133-3p tanto en
pacientes con EPIT como con EPL""Y Estos resultados y los encontrados en nuestro
estudio coinciden, lo cual se hace aln maés consistente la idea de que los dystromiRs

podrian ser biomarcadores potenciales en la EP.

Con el tiempo se han ido describiendo otros miRNAs implicados en la homeostasis del
ME, tanto en personas sanas como en pacientes con alguna enfermedad muscular,
Estos son los encargados de regular la miogénesis, la atrofia muscular o los cambios
metabdlicos y estructurales relacionados con el ejercicio o el envejecimiento."? Entre
todos ellos se incluyen: miR-23a, miR-29, miR-146a, miR-486 y miR-181, todos ellos

incluidos entre los 190 miRNAs estudiados en en este trabajo, pero no encontramos

121



DISCUSION

diferencias significativas entre los pacientes con EPIT y los controles sanos. Sin
embargo, a pesar de que nuestra cohorte incluyera a 35 pacientes, es posible que se
necesite un mayor nimero de muestras para identificar cambios sutiles en la expresion
de miRNAs en suero. Es por ello, que la expresion de miRNAs en biopsia muscular

deberia mostrar mayores diferencias las cuales en suero quedarian enmascaradas.

Una parte de nuestro estudio se centré en analizar la expresion de miRNAs en las
biopsias de los pacientes con EPIT, de manera que seria de esperar encontrar
diferencias mas destacables entre pacientes y controles sanos que las halladas en el
suero de los pacientes. No obstante, uno de los grandes problemas que nos
encontramos fue la disponibilidad de biopsias musculares de manera que la cohorte de
estas muestras fue notablemente inferior, 4 en los pacientes y 5 en los controles sanos.
A pesar de ello, confirmamos niveles mas elevados de expresion de miR-206 en
pacientes con EPIT en comparacion con los controles. Aunque los niveles de miR-1-3p
y miR-133a-3p aumentaron en las biopsias musculares de pacientes con EPIT, no
encontramos diferencias significativas en comparacion con los controles,
principalmente debido a una alta variabilidad en la expresidon de miRNAs. Sin embargo,
con estos resultados hallados en la biopsia del ME de los pacientes con EPIT pudimos

reafirmar la implicacion de estos dystromiRs en la EP.

En resumen, en este primer estudio hemos identificado un grupo de miRNAs con
niveles elevados de expresién en muestras de suero de pacientes con EP. El papel de
estos miRNAs, denominados dystromiRs, en la degeneracién y regeneracién muscular

sugiere gque existe una via patolégica comun entre la EP y las distrofias musculares.

Este estudio se publicd en 2019 en la revista Annals of Clinical and Translational

Neurology, tal y como aparece en el Anexo 1.072

El segundo estudio de esta tesis doctoral esta centrado en analizar la fisiopatologia de
pacientes con EPIT, concretamente los mecanismos asociados a procesos de atrofia

muscular. Los resultados sugirieron que BNIP3 presenta un papel importante en la
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autofagia y la atrofia de las fibras musculares en estos pacientes. Con este estudio lo
que se pretende es ampliar el conocimiento de las consecuencias moleculares que
provoca el déficit de GAA en la EP y, por ende, buscar estrategias terapéuticas para los

pacientes que padecen esta enfermedad.

Como ya se ha comentado con anterioridad, la EP es causada por mutaciones en el gen
GAA que conduce a una expresion reducida de la enzima GAA que metaboliza el
glucogeno a glucosa en el interior de los lisosomas de las células. En consecuencia, hay
una acumulacion progresiva de glucégeno lisosomal que conduce a una disfuncién de
toda la funcion del lisosoma y que, finalmente, provoca una acumulacion de vacuolas

autofégicas junto con organulos defectuosos envejecidos en el sarcoplasma del ME.("7®

Estudios ya publicados relacionan la presencia de fibras musculares atréficas en
biopsias de pacientes con EPIT y sugieren que es dependiente de la acumulacion de
vacuolas autofagicas."” En este estudio, observamos una clara correlaciéon entre la
cantidad de vacuolas y el tamafio de las fibras musculares, por lo que podemos
confirmar la hipdtesis anterior. Ademas, estos hallazgos sugieren que la acumulacion
autofagica desencadena una cascada molecular intracelular que termina induciendo la

atrofia de las fibras musculares.

La atrofia en el ME se encuentra mediada fundamentalmente por la actividad de dos

vias altamente conservadas, la via ubiquitina/proteasoma y la via autofégica/lisosomal.

En la via ubiquitina/proteasoma, las proteinas diana se conjugan con restos de
ubiquitina y son estas proteinas marcadas las que se degradan dentro del proteasoma.
La activacién de esta via se encuentra aumentada en el musculo atréfico debido a la
activacién transcripcional de la ubiquitina y las ligasas de ubiquitina especificas del

musculo, FBXO32/Atrogin-1y TRIM63/MuRF-1.073179)

En este estudio observamos un ligero aumento en la transcripcion de FBX032 y TRIM63
utilizando la RT-PCR y, a su vez, una expresion limitada de las proteinas por la técnica

de IF. Estos resultados sugieren que estas dos ligasas pueden no ser los principales
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impulsores de la atrofia muscular en la EPIT. Ademas, hay que tener en cuenta que
estas ligasas no siempre se encuentran elevadas en el ME atréfico, por lo que otras
ligasas, que no se incluyen en este estudio, podrian desempefiar un papel importante
en dicho proceso. A este hecho, se le suma que los niveles de las proteinas Atrogin-1y
MuRF-1 pueden elevarse durante un periodo de tiempo relativamente corto en el inicio
del proceso de atrofia y, después, volver a niveles basales.("® Esta podria ser una de las
razones por las cuales en nuestros resultados no se ve reflejado un claro aumento en la

expresion de Atrogin-1y MuRF-1.

Por otro lado, la via autoféagica/lisosomal es la encargada de engullir porciones de
citoplasma y organulos celulares en vacuolas que, posteriormente, se fusionan con

lisosomas donde el contenido es digerido por hidrolasas lisosomales."’>

La autofagia es una via fisioldgica bien descrita en el ME ya que se ha demostrado la
acumulacioén de vacuolas autofagicas en miopatias metabélicas. En estas enfermedades
la etiologia radica en la deficiencia de proteinas lisosomales, como son la EP y la
enfermedad de Danon, o en la inhibicién farmacoldgica de la funcién lisosomal en la

miopatia por cloroquina.('”"178

Los mecanismos que controlan la regulacién positiva de la autofagia y los genes
lisosomales siguen conociéndose dia a dia. Se ha demostrado que el factor de
transcripcién FoxO3 controla la transcripcién de algunos genes relacionados con la
autofagia, como son LC3 y BNIP3." En nuestro estudio, hemos identificado fibras
musculares que expresan BNIP3 en el ME de pacientes con EPIT, aunque el porcentaje
de fibras positivas era notablemente variado entre los pacientes analizados. Sin
embargo, todas las fibras positivas para BNIP3 estaban vacuoladas y atréficas, lo que
sugiere un vinculo entre la expresion de esta molécula, la induccidn de la autofagia y la

atrofia progresiva de las fibras musculares.

BNIP3 es un miembro de la familia de Bcl-2 formados por factores reguladores de la

muerte celular."® Las vias moleculares que regulan la expresién de esta proteina se
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han estudiado en diferentes tipos celulares y en ellos se conoce que estimulos como el
dafio celular, la hipoxia, el estrés oxidativo e incluso la inanicién pueden inducir a la
expresion del gen BNIP3.°318D por esta razdn, en este segundo estudio decidimos
analizar algunos de estos mecanismos y su relacién con la expresiéon de BNIP3 en las

fibras musculares atréficas de los pacientes con EPIT.

Para evaluar el dafio celular se decidié estudiar la acumulacidn intracelular de Ca** en
el interior de las fibras musculares, tal y como est4 descrito en pacientes con DMD.(18?
En esta enfermedad la reduccion o ausencia de distrofina debilita la membrana
muscular y, por ende, aumenta la probabilidad de que el ME sufra un dafio al realizarse
la funcion contractil. En nuestros resultados, a pesar de observar depositos de Ca**
puntiforme en el interior de las fibras musculares de pacientes con EPIT, no
encontramos una gran acumulacién de Ca** intracelular en las biopsias musculares de
los pacientes en comparacién con las de pacientes con DMD. Todo ello podria ser

debido a que es dudoso que exista un dafio activo de la membrana muscular en la

EP.(183

Otro factor potencial que induce el dafio celular es la hipoxia, ya que aumenta los
niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (ROS) que conducen a la
activacion de HIF-1a. Este, a su vez, se une a FoxO3a formando el complejo HIF-1a-
beclin1-FoxO3a-p que se transloca al nicleo y regula al alza la expresion de BNIP3."%
Sin embargo, nuestro estudio no mostré fibras musculares doblemente positivas para

BNIP3 y HIF-1a, por lo que no pudimos relacionar la expresion de éste con un

mecanismo de hipoxia.

Finalmente, otro de los mecanismos de estudio fue la inanicién, ya que activa la
autofagia a través de la inhibicién de la via AKT-mTOR. Con ello, se permite la
interaccion de ULK1 y AMPK, ya que el complejo ULK1 deja de estar inhibido por el
complejo mTORC1. AMPK fosforila el residuo Ser317 de ULK1 activando la expresion
de BNIP3.1°31%%) En nuestro estudio, obtuvimos como resultado que el 87.37 % de las

fibras positivas para BNIP3 eran también positivas para ULK1-p (Ser317) sugiriendo que
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en la EP el proceso de autofagia ya activado, que se sabe que depende de una
regulacion a la baja de la via AKT-mTOR, es la causa principal de la sobreexpresién de

BNIP3.

Hasta el momento, se han descrito los mecanismos estudiados en esta tesis doctoral
que explicarian las causas que provocan una sobreexpresion de BNIP3 en el ME de los
pacientes con EPIT. A continuacidn, se describen las consecuencias que este hecho

puede acarrear en el ME de estos mismos pacientes.

La expresion de BNIP3 se ha relacionado con multiples procesos celulares, incluido el
dafo mitocondrial que conduce a la muerte celular, la autofagia y la atrofia

ceIuIar.(18°'184'185)

Existen evidencias que demuestran que BNIP3 es un contribuyente significativo del
dafio mitocondrial que conduce a la degradacién de las mitocondrias a través de un

188) Una vez

tipo especifico de autofagia, conocida como mitofagia y apoptosis celular.
expresado, BNIP3 se dimeriza y se ubica sobre la membrana mitocondrial abriendo un
poro de transicién de permeabilidad induciendo, a su vez, hinchazén, pérdida del AWm

y liberacién de citocromo-C.(187.188)

El citocromo-C es uno de los componentes del apoptosoma que se forma en el
citoplasma cuando hay dafio mitocondrial y, finalmente, desencadena la
apoptosis.¥1% Sin embargo, en nuestro estudio no se observd aumento de la
expresion de citocromo-C en el sarcoplasma de las fibras musculares ni evidencia de
una apoptosis activa en las biopsias de pacientes con EPIT. Estos resultados sugieren
que la funcion principal de BNIP3 en la EP no esta relacionada con la muerte celular

programada.

Por otro lado, la despolarizacion mitocondrial inducida por BNIP3 generalmente
conduce al secuestro de las mitocondrias en autofagosomas para el reciclaje de
organulos. Este proceso requiere la interaccion de varias moléculas diferentes, incluida

FUNDC1. En nuestros resultados, encontramos co-expresion de esta proteina solo en

126



DISCUSION

unas pocas fibras musculares que expresan BNIP3. Esto sugiere que podria ocurrir un
proceso activo de mitofagia en algunas de las fibras vacuoladas que expresan

BNIP3.[1911%3)

Todos estos resultados apuntan hacia un papel principal de BNIP3 en la atrofia de las
fibras musculares en los pacientes con EPIT. De hecho, BNIP3 es uno de los atrogenes
inducidos en diferentes tipos de desgaste muscular y se ha demostrado que controla la
autofagia en otros sistemas celulares. Ademas, la sobreexpresion de BNIP3 parece ser
suficiente para inducir la formacién de autofagosomas en el ME normal y conducir a la

atrofia de las fibras musculares.

Para poder fortalecer todos nuestros resultados realizados en biopsias musculares de
pacientes con EPIT, decidimos trasladar estos estudios al cultivo celular primario de
mioblastos de pacientes con EPIT. Nuestros resultados confirmaron que los miotubos,
obtenidos a partir de mioblastos, también mostraban un proceso atrofico en curso,
siendo de un tamafio inferior a los obtenidos de controles sanos. También, observamos
un aumento de la expresion de BNIP3 en los miotubos de pacientes con EPIT, ademas
de un proceso autofagico activo evidenciado por la sobreexpresion de p62 y la relacion
LC3Il/I. Probablemente, ello podria ser la causa de la reduccién del tamafo de los

miotubos.

Para confirmar que la expresién de BNIP3 en los miotubos induce atrofia, decidimos
transfectar, con un plasmido BNIP3, mioblastos sanos inmortalizados. Estos se
diferenciaron en miotubos mas pequefios en comparacién con los miotubos no

transfectados o transfectados con un plasmido control.

Curiosamente, en un estudio de protedmica publicado en estos Ultimos afios, se
encontré que la expresidon de BNIP3 aumentaba en el ME de los pacientes con EPIT
antes y, en menor medida, después de iniciar el tratamiento con TRE."® Los autores
atribuyeron el aumento de BNIP3 en las biopsias musculares al estrés energético que

conduce a la activacion del eje de sefializacion p38p-FoxO-BNIP3. Sin embargo, este
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mismo estudio también mostré que las biopsias musculares de pacientes con EP
presentan una mayor expresion de AMPK-p, como también observamos en los
experimentos realizados en este estudio. Todo ello sugiere que ambas vias podrian

contribuir a la regulacién positiva de BNIP3.

Adicionalmente, se ha descrito una regulacién positiva del mRNA de BNIP3 en otras
distrofias musculares de cinturas (LGMD), lo que sugiere que BNIP3 también podria
estar involucrado en la fisiopatologia de estas enfermedades, mientras que se ha

demostrado que esta reducido en DMD y LGMD-R9.(1%57199)

Cabe destacar que el estudio de la fisiopatologia de la EPIT en muestras humanas es
complicado, debido a la heterogeneidad de la gravedad de los hallazgos patoldgicos
entre diferentes pacientes. En ellos, los cambios histolégicos pueden afectar sélo a una
pequefa proporcién de las fibras musculares, lo que limita el uso de técnicas como WB
o RT-PCR porque estas tecnologias a menudo pasan por alto los cambios que ocurren
solo en unas pocas fibras. Ademas, el diagndstico de la EP ha cambiado por completo
en los ultimos afios. En la actualidad, la mayoria de los pacientes son detectados
mediante la cuantificacién de la expresién enzimética en prueba de gota seca que
conducen a la confirmacion directa mediante estudio genético. Con ello, se reduce
considerablemente el nimero de biopsias musculares disponibles para estudios de

investigacion.

Concretamente, para este estudio, hemos utilizado 12 biopsias musculares de
pacientes con EPIT en las que observamos que el nimero medio de fibras con
vacuolizacion estaba en torno al 10% y muchas de ellas tenian menos del 5% de fibras
con vacuolas prominentes. Para desentrafiar los mecanismos que conducen a la atrofia
de la fibra muscular en esta situacién, decidimos utilizar la tincidén convencional y la IF

para estudiar los cambios moleculares activos en fibras musculares individuales.

En resumen, en este segundo estudio hemos aportado pruebas convincentes que

respaldan el papel de BNIP3 en el proceso de atrofia de las fibras musculares en
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pacientes con EPIT. Nuestros datos sugieren que la inhibicion de la via AKT-mTOR
activa la expresion de BNIP3, lo que perpetla la autofagia y probablemente induce la
atrofia de las fibras musculares. Estos hallazgos respaldan que una modulacion
terapéutica de la actividad de BNIP3 podria ser una nueva estrategia terapéutica
complementaria y altamente potencial para probar en la EP. En este sentido,
recientemente se ha demostrado que el misoprostol, un analogo de la prostaglandina
E1, regula la funcion de BNIP3 en células expuestas a hipoxia reduciendo la apoptosis
celular.¥ Ademas, nuestros resultados avalan experimentos que podrian realizarse
adicionalmente para probar si el misoprostol u otros tratamientos similares también
podrian ser efectivos para modular la actividad de BNIP3 en las fibras musculares y, por

ende, reducir la autofagia y la atrofia en modelos celulares o animales de la EP.

Este segundo estudio ha sido aceptado en la revista The American Journal of Pathology,

tal y como aparece en el Anexo 2.%
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CONCLUSIONES

De los estudios realizados en la presente tesis doctoral se extraen las siguientes

conclusiones:

¢ Los pacientes con EP presentan niveles elevados en sangre de un grupo de
miRNAs, denominados dystromiRs, en comparacion con los controles sanos.

¢ La concentracién sanguinea de dichos dystromiRs podria ser un buen
biomarcador prondstico de la enfermedad debido a que correlaciona con las
pruebas funcionales musculares y la fraccién de grasa identificada mediante
RM cuantitativa realizadas a los pacientes con EP.

¢ El tamafo de las fibras musculares de pacientes con EP es menor en aquellas
gue presentan vacuolas en su interior, por lo que se evidencian procesos de
atrofia muscular en esta enfermedad. Ademas, la expresion de BNIP3 en las
biopsias musculares de pacientes con EP demuestra la implicacién de esta
proteina en el proceso atrofico.

¢ Los estudios realizados en los cultivos primarios de pacientes con EP confirman

la relacion de BNIP3 con los procesos de atrofia muscular de la enfermedad.
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LINEAS DE FUTURO

El primer estudio descrito en esta tesis doctoral pone de manifiesto la utilidad de los
niveles de expresion de dystromiRs en el prondstico de la enfermedad de Pompe. Una
linea futura interesante para seguir seria la realizacion de un estudio mas profundo con
un numero de muestras mas elevado en pacientes con EPIT asintomaticos. Con ello, se
podria evaluar la expresion de dystromiRs en una cohorte mayor para verificar las
diferencias entre esta cohorte de pacientes y los controles sanos. Esto permitiria
monitorizar los niveles de dystromiRs en pacientes asintomaticos, de manera que
cuando se elevasen significativamente en un paciente podrian convertirse en
indicadores de inicio de tratamiento. Poder controlar estos niveles a lo largo de los
afos nos podria permitir identificar el inicio de la degeneracién muscular y, por lo
tanto, el riesgo de que empiecen a desarrollar sintomas de debilidad muscular. Con
ello, la TRE podria iniciarse mucho antes de que aparezcan sintomas irreversibles para

los pacientes.

Para aumentar la cohorte de asintomaticos, seria interesante poder iniciar estudios en
colaboracién con diversos hospitales nacionales e internacionales para disponer de un

mayor nimero de muestras.

Por otro labo, el segundo estudio de esta tesis doctoral respalda la presencia de
mecanismos de atrofia muscular en la EP, ademas de describir la implicacion de BNIP3
en este proceso. Es por ello, que de cara a investigaciones futuras seria interesante
poder realizar una modulacion terapéutica de la actividad de BNIP3 en la enfermedad

como estrategia terapéutica complementaria a las ya existentes.

Como se ha debatido en el apartado de la discusién, recientemente se ha demostrado
que el misoprostol, un analogo de la prostaglandina E1, regula la funcién de BNIP3 en
células expuestas a hipoxia reduciendo la apoptosis celular. Seria interesante probar si
el misoprostol, u otros tratamientos similares, también podrian ser efectivos para
modular la actividad de BNIP3 en las fibras musculares y, por ende, reducir la autofagia

y la atrofia en modelos celulares y/o animales de la EP.
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Otra linea futura de investigacion interesante seria la de combinar ambos estudios
para determinar si existe correlacion entre los niveles de BNIP3 y los de dystromiRs. En
caso de encontrar una correlacion positiva, se reforzaria la hipotesis de que los niveles

de dystromiRs son un indicador del grado de afectacién muscular en esta enfermedad.
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Abstract

Objective: To analyze the microRNA profile in serum of patients with Adult
Onset Pompe disease (AOPD). Methods: We analyzed the exp of 185
microRNAs in serum of 15 AOPD patients and five controls using microRNA
PCR Panels. The expression levels of microRNAs that were deregulated were
further studied in 35 AOPD patients and 10 controls using Real-Time PCR.
Additionally, the skeletal muscle expression of microRNAs which showed signif-
icant increase levels in serum samples was also studied. Correlations between
microRNA serum levels and muscle function test, spirometry, and quantitative
muscle MRI were performed (these data correspond to the study NCT01914536
at ClinicalTrials.gov). Results: We identified 14 microRNAs that showed differ-
ent expression levels in serum samples of AOPD patients compared to controls.
We validated these results in a larger cohort of patients and we found increased
levels of three microRNAs, the so called dystromirs: miR-1-3p, miR-133a-3p,
and miR-206. These microRNAs are involved in muscle regeneration and the
expression of these was increased in patients’ muscle biopsies. Significant corre-
lations between microRNA levels and muscle function test were found. Inter-
pretation: Serum expression levels of dystromirs may represent additional
biomarkers for the follow-up of AOPD patients.
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Introduction

Pompe disease is an autosomal recessive disorder pro-
duced by mutations in the GAA gene that encodes for the
lysosomal enzyme acid alpha-glucosidase.! This enzyme is
essential for the degradation of glycogen to glucose in
lysosomes.” Mutations in the GAA gene cause absence or
deficiency of the enzyme leading to an accumulation of
glycogen in the lysosomes of several tissues particularly
cardiac, skeletal, and smooth muscle.®

© 2019 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association.

microRNAs in Pompe Disease

Patients are classified as infantile (IOPD) or adult onset
Pompe disease (AOPD) depending on the age at onset of
symptoms.” Classic IOPD patients have a rapidly progres-
sive disorder characterized by hypotonia, muscle weak-
ness, respiratory insufficiency, and  hypertrophic
cardiomyopathy that lead patients to death before the first
year of life if untreated. AOPD patients have a more
heterogeneous clinical picture ranging from asymptomatic
HyperCKemia to weakness involving limb, axial, and res-
piratory muscles.” Natural history studies have shown that
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AOPD is a slowly progressive disorder in which most of
the patients will present moderate to severe motor dis-
ability developing respiratory insufficiency and needing
noninvasive ventilation.®

Enzyme replacement therapy (ERT) with recombinant
alpha-glucosidase has changed natural history of the dis-
ease. In infantile patients, the treatment reduces the risk of
death improving cardiomyopathy and respiratory func-
tion.”® In AOPD patients, ERT improves and stabilizes
muscle function for a period of 2-3 years and afterwards
motor function slowly deteriorates’. There is an active dis-
cussion in the scientific community to know which tests
are most sensitive to identify changes in muscle perfor-
mance in AOPD patients after shorter periods of time''!.
ERT is not approved for asymptomatic AOPD patients,
therefore these patients are being followed up using motor
function tests to identify changes in motor performance
that can support starting ERT. However it is possible that
irreversible muscle degeneration has already started with-
out influencing motor function. The identification of new
tools to follow-up progression of patients is one of the
hottest topics in the neuromuscular disorders field. In this
sense, quantitative muscle MRI (qQMRI) has revealed to be
useful in several muscle disorders including Pompe dis-
ease.'™'? However, gQMRI is not available in all centers
and, experience is needed to analyze it properly. Therefore,
other potential biomarkers are needed and serum mole-
cules such as microRNAs (miRNAs) could be useful.

A good biomarker should be detected in a sample that
can be obtained by minimally invasive procedures for the
patient. In this sense, serum or plasma is the best candi-
dates."® miRNAs are small noncoding RNAs that exert their
effect on gene expression at the posttranscriptional level.
They have a length of approximately 22 nucleotides and, in
general, they inhibit protein synthesis or favor mRNA
degradation by binding to the UTR 3’ regions of those
mRNAs."* Each miRNA regulates several target genes and a
given gene can be regulated by multiple miRNAs.'> miR-
NAs regulate several processes in skeletal muscle such as
muscle growth, atrophy, or regeneration. A specific group
of miRNAs, known as dystromirs are distinctly expressed in
serum of patients with muscle dystrophies. They have been
studied in Duchenne muscle dystrophy (DMD), Becker
muscle dystrophy of facio-scapulo-humeral muscle dystro-
phy (FSHD), but they have not been analyzed in serum
samples of patients with AOPD.'

In this project, we studied the serum expression of 190
miRNAs, including the so called dystromirs, in a group of 35
AOPD patients and 10 controls with the following aims: (1)
identify miRNAs that were up- or downregulated in AOPD
patients; (2) investigate if they could be used as biomarkers
of progression of the disease and; (3) understand the phys-
iopathology of muscle degeneration in Pompe disease.
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Material and Methods

Patient and study design

This study is part of an ongoing prospective open-label
study in which we are following up a group of symp-
tomatic and nonsymptomatic AOPD patients using mus-
cle function tests, muscle MRI, and blood analysis. This
study has been registered in Clinicaltrials.gov (identifier
NCT01914536). The study was approved by The Ethics
Committee of Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
(HSCSP) in Barcelona. All participants signed an appro-
priate informed consent form. All patients included ful-
filled the diagnostic criteria of Pompe disease established
by the European Pompe Consortium.'”

We defined a patient as symptomatic when we identi-
fied muscle weakness in clinical examination using the
Medical Research Council score (MRC) or when Forced
Vital Capacity (FVC) seated was lower than 85%. We
included in this study a total of 35 patients: 21 symp-
tomatic patients treated with ERT, nine symptomatic
patients nontreated with ERT and five asymptomatic
patients. Clinical and genetic data of this Pompe cohort
have been previously published.'” Nontreated symp-
tomatic patients were visited before starting ERT. We also
studied 10 age and sex-matched healthy controls.

miRNA isolation in serum sample

Serum miRNAs were isolated from serum with DANA-
GENE microRNA and Cell free RNA Kit (DANAGEN,
Badalona, Spain) using MS2 RNA (Roche, Basel, Switzer-
land) as a carrier to improve the RNA isolation and
exogenous controls (Unisp2,4 and 5). miRNAs were
retrotranscribed into a cDNA with the miRCURY LNA™
Universal RT microRNA PCR (EXIQON).

Analysis of miRNA expression in serum

miRNA expression studies consisted two different phases:
discovery and validation. For the discovery phase, we
selected five serum samples from four different groups:
controls, asymptomatic AOPD, symptomatic nontreated
AOPD and symptomatic AOPD-treated patients. For the
validation phase, we used samples from 10 healthy con-
trol and 35 Pompe patients.

Discovery phase

miRNAs were measured by qPCR using Serum/Plasma
Focus microRNA PCR 384 wells Panels, (V4.M) (EXI-
QON). Results were analyzed with software available
online by Applied Biosystems (SDS 2.4). Mean and SD

© 2019 The Authors. Annals of Cinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association.
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were calculated and a statistical analysis of the raw data
was performed by ANAXOMICS, a consulting company
expert in the analysis of miRNA data. The relative levels
of selected serum miRNAs were normalized by using cel-
miR-39-3p and Unisp6 as spike-in'® and the miRNAs
has-miR-126-3p, has-miR-151a-3p, and has-miR-21-5p
were identified by applying the geNorm algorithm', a
pair-wise stability-based method previously described.”

Validation phase

The miRNAs identified in the discovery phase were subse-
quently studied in the validation phase. Although miR-
206 was not included in the panels used for the discovery
phase but was also included in this phase because it is
one of the already described dystromirs, together with
miR-1-3p and miR-133a-3p.”' miR-126-3p was used as
an endogenous normalizer. EXILENT SYBR Green master
mix (QIAGEN, Venlo, Netherlands) and miRCURY LNA
miRNA PCR Assays (QIAGEN) to study each miRNAs.
We studied 21 miRNA: 14 problem miRNAs, one nor-
malizer, two hemolysis controls and four exogenous con-
trols. Relative miRNA expression was analyzed using
comparative Ct method with the SDS 2.4 software.”

Analysis of miRNA expression in muscle

We analyzed the expression levels of miRNAs in muscles
obtained from AOPD patients (n = 4) and healthy con-
trols (n=5). Muscle miRNAs were isolated using
DANAGENE microRNA Kit (DANAGEN). For this tech-
nique, we also used MS2 (MS2 RNA, Roche) and exoge-
nous controls for the RNA isolation. For miRNA
expression analysis, EXILENT SYBR Green master mix
(QIAGEN) and different miRCURY LNA miRNA PCR
Assays (QIAGEN) were used for each of the miRNAs.
We used U6 snRNA (RNU6-2) as an endogenous con-
trol to normalize the data.”®

Muscle function tests

The following muscle function tests were performed:
6 min walking test (6MWT), time to walk 10 meters,
timed up-and-go test, time to climb up and down four
steps, and motor function measure-20 items scale (MFM-
20). Muscle strength was studied using both MRC and
hand-held myometry. ACTIVLIM, INQoL, and SF-36
were used as patient reported outcome measures. Forced
vital capacity seated and in lying position was obtained
with a spirometer Carefusion Microlab ML 3500 MK8
(Carefusion, Yorba Linda, CA, USA).

© 2019 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association.
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Muscle imaging

All patients were examined in a Philips Achieva XR 1.5
Teslas located at HSCSP. Three-dimensional 3-point
Dixon images were acquired and ROIs were manually
drawn in the areas of interest as previously described'’.
Mean thighs fat fraction was calculated from the data
acquired and used for the statistical analysis.

Data analysis
Discovery phase

ANOVA tests were performed to identify differences in
miRNA expression levels between cohorts. P-values
were adjusted for multiple testing using Tukey-Kramer
correction. Dataset with all the variables from the
individual patients was analyzed using a data science
strategy based on data mining approach, in which, the
following methods were used: as feature selection and
extraction algorithms CHOW-LIU, MRMR, RELIEFF,
RFE-SVM, SFFS, and Wilcoxon with correlation and
as the base classifier GLM_Binomal and Naive
Bayes.”** In order to prioritize the generalization
capability of the conclusion, a K-fold validation analy-
sis was performed, yielding cross-validated quality
measures (such as accuracy) for each biomarker. The
study was carried out with and without imputed miss-
ing values. The imputation method applied used the
k-nearest neighbor averaging, using Euclidean metric
in the space of each miRNA by cohort to impute the
missing values elements."

Validation phase

We used nonparametric tests for the statistical analysis of
the variables. We used the Mann-Whitney U test to
investigate whether there were significant differences in
the variables between groups (asymptomatic vs symp-
tomatic/controls vs Pompe).

Clinical correlation

We used Spearman’s rank correlation (coefficient
reported as) to investigate whether there was a correlation
between serum miRNA expression and the clinical results.
As we run multiple correlations, a Bonferroni test was
performed to avoid type 1 error. The results of all statisti-
cal studies were considered significant if P was lower than
0.05. Statistical studies were performed using IBM SPSS®
Statistics software version 21.
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Results

Description of the cohort

We included in the study 35 AOPD patients. Thirty
patients were symptomatic and five were asymptomatic.
Twenty-one out of the 30 symptomatic patients were
already receiving ERT when the first sample was obtained.
In the remaining nine symptomatic patients, blood sam-
ples were obtained before ERT was started. Demographic
and clinical data of the patients are described in Table 1.
We also included samples from 10 age and sex-matched
controls.

miRNA expression in the discovery phase

We observed different expression levels between the
groups of study in nine of the 185 miRNAs included in
the discovery assay (ANOVA, P < 0.05). Expression levels
of these nine miRNAs were further analyzed in the valida-
tion phase. These miRNAs included: miR-106b-5p, miR-
199a-5p, miR-652-3p, miR-423-5p, miR-1-3p, miR-133a-
3p, miR-186-5p, miR-338-3p, and miR-23a-3p. We also
included in the validation phase a group of miRNAs that
have been involved in the muscle degeneration process:
miR-206, miR-145-5p, miR-181-5p, miR-486 and miR-
29a-3p.%!

miRNA expression in the validation phase

We observed a statistically significant increase in the con-
centration of miR-1-3p and miR-206 between AOPD
patients and controls (Mann-Whitney U test, P < 0.05)
(Fig. 1A and C). We also analyzed if there were differ-
ences between the different subgroups of study: asymp-
tomatic AOPD, symptomatic nontreated AOPD,
symptomatic-treated AOPD and controls. We observed
significant  differences between symptomatic-treated
AOPD patients and controls in the expression of miR-1-
3p, miR-133a-3p and miR-206 (Mann-Whitney U test,
P <0.05), (Fig. 1). In miR-206, we also observed

A. Carrasco-Rozas et al.

significant differences between asymptomatic and symp-
tomatic-treated AOPD patients (Mann-Whitney U test,
P < 0.05) (Fig. 1C). Although we identified other poten-
tial miRNAs in the discovery phase none of them showed
significant differences in the validation phase (Fig. 2).Nor-
malized relative expression levels of serum miRNAs in
Pompe patients. Data are presented as mean + SD.
Mann-Whitney U test.

Expression of dystromirs in the progression
of the disease

We decided to study if starting ERT treatment modified
serum levels of dystromirs (miR-1-3p, miR-133a-3p and
miR-206). We studied samples for three patients that
were obtained before and 6 months to 1 year after start-
ing ERT treatment. Dystromirs serum levels increased in
two patients while they decreased in one of the patients
(Fig. 3). However, we did not apply any statistical study
due to the small size of our cohort.

miRNA expression in muscle

We observed a statistically significant increase in the con-
centration of miR-206 in muscle biopsies from AOPD
patients taken before the treatment was started (n = 4)
compared to controls (n = 5) (Fig. 4C). Although the dif-
ferences observed in miR-1-3p and miR-133a-3p muscle
expression were not statistically significant, there was a
trend to be increased in patients compared to controls
(Fig. 4A and B).

Correlations between clinical features and
miRNAs serum levels

We identified a statistically significant correlation between
serum levels of miR-1-3p, miR-133a-3p, and miR-206a in
AOPD patients (Spearman test, P < 0.05 (Table 2). We
also investigated if there were correlations between serum
levels dystromirs and clinical features of the patients. We
did not identify any correlation between age at study, age

Table 1. Clinical characteristics of the control group and the Pompe patients included in the study. Mean and standard deviation are provided

for the quantitative variables.

Clinical characteristics Control n = 10 Asymptomatic n = 5 Nontreated n = 9 Treated n = 21
Age 412 £ 164 24 £82 506 =114 50.81 + 8.6
Sex (male/female) 6/4 73 63 ns

Time from onset of symptoms - - 94 + 6.6 15 + 9.1

Time on ERT - - - 53 425
Aids for walking - - 0 10

Ventilation - . 2 9

1218 © 2019 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association.
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at start of ERT, time on ERT or delay in the start of
ERT, and serum levels of miRNAs. In contrast, we identi-
fied significant correlations (Spearman test, P < 0.05)
between dystromirs’ serum levels and some of the muscle
function tests (Table 2). However, the correlation coeffi-
cients were lower than 0.6. There was a correlation
between mean thighs fat fraction analyzed using quantita-
tive muscle MRI and miR-206 serum levels, although as it
happened with muscle function tests, the correlation coef-
ficient was lower than 0.

Discussion

The aim of this work was to study miRNA profiles in
Pompe disease patients and evaluate their role as potential
biomarkers. We studied the expression of 190 miRNAs in
AOPD patients and controls and we found increased
expression levels in AOPD patients in three miRNAs:
miR-1-3p, miR-133a-3p, and miR-206. These differences
were more robust when we compared serum levels of
symptomatic patients with controls. Moreover, serum
levels of miR-206 were higher in symptomatic than
presymtomatic patients, suggesting that it could be a valid
biomarker of disease progression. Despite this finding, we
identified weak correlations between muscle function tests
and serum levels of miRNAs.

Several reports have demonstrated that miRNAs are
potential biomarkers of different diseases, such as cancer,
liver injury, or heart failure.**** The expression profile of
miRNAs has also been studied in different muscle diseases
such as DMD, myotonic dystrophy, and FSHD.'***7¢ In
these studies, several miRNAs have a different pattern of
expression when compared to controls. Three of them,
the miR-1-3p, miR-133a-3p and miR-206, are persistently
increased in muscular dystrophies and for this reason are

© 2019 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association.
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Figure 1. Normalized relative expression levels of validated serum miRNAs in Pompe patients. Data are presented as mean + SD. Mann-Whitney
U test *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001.

known as dystromirs. Dystromirs are only expressed by
heart and skeletal muscle and, therefore, they can poten-
tially be a valuable tool to follow muscle pathology in
patients with muscle disorders. The function of dystro-
mirs in the process of muscle degeneration and regenera-
tion has been investigated. While miR-133 enhances
proliferation of myoblasts, miR-1 and miR-206 promote
differentiation from myoblasts to myotubes. Dystromirs
expression is regulated by MyoD, Myf5, MEF2, SRF, and
other transcription factors involved in muscle develop-
ment.”’** The process of muscle degeneration in Pompe
disease is not completely understood. Reduced expression
of alpha-glucosidase leads to a progressive accumulation
of glycogen inside the lysosomes of muscle fibers disrupt-
ing the physiologic process of autophagy. As a result,
glycogen charged lysosomes and autophagic vesicles are
found in the sarcoplasm, disrupting the contractile prop-
erties of skeletal muscle fibers. Eventually, the muscle
fiber dies and is replaced by fat and fibrous tissue resem-
bling what happens in muscle dystrophies. In view of this
fact, it is reasonable to find increased serum levels of dys-
tromirs in AOPD patients, as happens in other muscle
dystrophies, reinforcing the idea that Pompe disease and
muscle dystrophies may share a pathologic process of
muscle degeneration.

As dystromirs are related with the muscle regeneration
process, it is not surprising that they are increased in
muscle disorders, especially in those patients in whom the
process of muscle degeneration is active. We observed
that dystromirs were more expressed in symptomatic than
asymptomatic AOPD patients. Specifically, the expression
of miR-206 was significantly higher in serum samples of
symptomatic compared to asymptomatic AOPD patients.
Therefore, miR-206 serum levels may have a role as a
potential biomarker to follow-up presymptomatic patients
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Figure 2. Normalized relative expression levels of serum miRNAs in Pompe patients. Data are presented as mean + SD. Mann-Whitney U test
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Figure 4. Normalized relative expression levels of muscle miRNAs in Pompe patients. Data are presented as mean + SD. Mann-Whitney U test
*P<0.05

Table 2. Correlation between microRNAs serum levels and clinical features.

miR-1-3p miR-133a-3p miR-206

Sig GE Sig o % Sig cC
miR-1-3p 0.007 0.457** 0 0.761**
miR-133a-3p 0.007 0.457** 0.003 0.493**
miR-206 0.000 0.761** 0.003 0.493**
MRC score 0.089 0.094 0.035 0.385*
Myometry score 0.899 0.803 0.337
6MWT 0.803 0.073 - 0.584
Time to walk 10 m 0514 - 0.043 0.378* 0.151 -
Timed up-and-go test 0.446 0.061 0.589
Time to climb up 4 steps 0.386 0.053 0.119
Time to climb down 4 steps 0.855 0.12 0.211
MFM-20 0.388 0.039 0.373* 0.064
CVF seated 0.465 0,025 0.416* 0.243
CVF lying 0.286 0.057 0.535
Activlim 0.628 - 0.986 - 0.462 -
qMRI fat fraction 0.107 0.205 0.013 0.420*

Sig, bilateral significance; CC, correlation coefficient.
*Spearman Rho test P < 0.05.
**Spearman Rho test P < 0.01

© 2019 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association. 1221
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over the years in order to identify patients in whom the
process of muscle degeneration has started and are at risk
of developing symptoms of muscle weakness. We did not
observe differences in the serum levels of dystromirs
between treated and nontreated symptomatic patients.
However, a higher number of patients should be analyzed
to draw conclusions on the effect of ERT on the muscle
regeneration process in symptomatic Pompe disease. ERT
has been shown to decrease glycogen accumulation in
muscle fibers of preclinical animal models of the disease
and also in patients. However, recent studies demonstrate
that muscle weakness of treated AOPD patient progresses
despite the treatment and that muscle fatty replacement,
which is related to muscle degeneration process, increases
over the years.”'” Our finding supports that the process
of muscle degeneration remains active despite the starting
of the treatment in Pompe patients. In accordance, we
did not observe a significant reduction in miRNA expres-
sion levels in serum samples obtained before and after the
treatment. Recently, Tarallo et al studied the profile of
miRNAs in Pompe disease and observed high expression
levels of miR-133a-3p both in IOPD and AOPD
patients.”” These results are in accordance with our inves-
tigations, and suggest that miRNAs could be potential
biomarkers of Pompe disease.

Other miRNAs have a role in skeletal muscle home-
ostasis both in health and in disease-regulating myogene-
sis, muscle atrophy or structural and metabolic changes
related to aging or exercise’’. These miRNAs include
miR-23a, miR-29, miR-146a, miR-486, and miR-181
among others. We have studied serum expression levels
of these miRNAs, but we did not find significant differ-
ences between AOPD patients and controls. However,
although our cohort included 35 patients, it is possible
that higher number of samples are needed to identify sub-
tle changes in miRNA expression in serum. In this sense,
analysis of miRNA expression using skeletal muscle biop-
sies should show higher differences. Nevertheless, muscle
biopsies of patients are not always available. We studied
miRNA expression of muscle biopsies and we confirmed
higher expression levels of miR-206 in AOPD patients
than in controls. Although miR-1-3p and miR-133a-3p
levels were increased in AOPD muscle biopsies, we did
not find significant differences with controls, mainly due
to a high variability of miRNA expression.

In conclusion, we have identified a group of miR-
NAs with increased levels of expression in blood sam-
ples of patients with Pompe disease. The role of these
miRNAs in muscle regeneration has been previously
reported and suggests that there is a common patho-
logical pathway between Pompe disease and muscle
dystrophies.

A. Carrasco-Rozas et al.
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Late-onset Pompe disease (LOPD) is a rare genetic disorder produced by mutations in the GAA gene and
is characterized by progressive muscle weakness. LOPD muscle biopsies show accumulation of glycogen
along with the autophagic vacuoles associated with atrophic muscle fibers. The expression of molecules
related to muscle fiber atrophy in muscle biopsies of LOPD patients was studied using immunofiuo-
rescence and real-time PCR. BNIP3, a well-known atrogene, was identified as a potential mediator of o»
muscle fiber atrophy in LOPD muscle biopsies. We observed that vacuolated fibers in LOPD patient
muscle biopsies were smaller than nonvacuolated fibers and expressed BNIP3. Our data suggested that
BNIP3 expression is regulated by inhibition of the AKT—mammalian target of rapamycin pathway,
leading to phosphorylation of ULK1 at Ser317 by AMP-activated protein kinase. We studied myoblasts o1t
and myotubes obtained from LOPD patients and age-matched controls to confirm these results using
different molecular techniques. Myotubes derived from LOPD patients were likewise smaller and
expressed BNIP3. Conclusively, transfection of BNIP3 into control myotubes leads to myotube atrophy.
These findings suggest a cascade that starts with the inhibition of the AKT—mammalian target of
rapamycin pathway and activation of BNIP3
results open the door to potential new treatments targeting BNIP3 to reduce its deleterious effects on

leading to prog muscle fiber atrophy. Our

muscle fiber atrophy in Pompe disease. (Am J Pathol 2022, W: 1—16; https://doi.org/10.1016/

J-ajpath.2022.05.003)

Pompe disease is produced by mutations in the GAA gene
that encodes the enzyme a-glucosidase, which metabolizes
the breakdown of glycogen into glucose in the lysosomes.'
Absence or deficiency of the enzyme leads to accumulation
of glycogen in numerous tissues, including cardiac and
skeletal muscle, which leads to the main clinical symptoms.”

Pompe disease has two different phenotypes. Classic
infantile-onset Pompe disease (IOPD) is characterized by
symptom onset soon after birth: the symptoms consist of
generalized  muscle  weakness  and  hypertrophic

Supported by Fundacion Isabel Gemio funding (J.D.M. and EG.), the Q7
Spanish Ministry of Health, Fondo Europeo de Desamollo Regional-
FEDER, Instituto de Salud Carlos I (Spain) FIS (PI18/1525) (J.D.M. and
X.S.C.), Instituto de Salud Carlos Il (Sara Borrell fellowship, CDI18/
00195; X.5.C.), and cofunded by European Regional Development Fund/
European Social Fund, “investing in your future” (X.S.C.).

E.G. and J.D.-M. contributed equally to this work.

Disdosures: AC-R., X.S.-C,JA-P.NdL,LL MO, EG., and J.D-M.
are members of the European Ry Network for lar Discase
and members of XUECs (Xarxes d'Unitats d"Expertesa Clinica en Malalties
Minoritaries).

Copyright © 2022 American Society for Investigative Pathology. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

hiips://doi.org/10. 1016/j ajpath 2022.05 003
Descargado para P50 DI ¥ S
uso personal exclusivamente. No se permiten otros usos s alfonzac

S Y.

Bogrdieircias i

RS Saskiy |

Q8 @30

95



ANEXO

125
126
127
128
129

131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161

Carrasco-Rozas et al

cardiomyopathy, leading to death in the first year of life if
patients are not treated.” ~ Nonsense mutations are commonly
found in the GAA gene of IOPD patients, leading to almost
absent expression of a-glucosidase. Late-onset Pompe disease
(LOPD) is characterized by the onset of symptoms at any point
after 2 years of age, which consist of slowly progressive
skeletal and respiratory muscle weakness, leading to a variable
degree of disability without involvement of the heart.”” LOPD
patients usually have one or two missense mutations in the
GAA gene that lead to reduced but not absent expression of -
glucosidase. However, biallelic variants in GAA are necessary
to develop LOPD. Enzyme replacement therapy (ERT) with
recombinant a-glucosidase has changed the natural history of
the disease. In IOPD patients, the treatment improves cardio-
myopathy and respiratory function and reduces patient mor-
tality, extending life expectancy beyond the first year of life.”
In LOPD patients, ERT produces an initial improvement of
symptoms, followed by stabilization of the disease for a period
of 2 to 3 years that could be continued by a progressive
worsening of motor function in a subset of patients.”'""

Muscle biopsies of IOPD and LOPD patients show
distinctive morphologic traits.'' IOPD muscles are charac-
terized by massive accumulation of glycogen inside lyso-
somes that can also be found free in the sarcoplasm. Fibers
are often enlarged and appear hypertrophic.'~ In contrast,
LOPD muscle biopsies are characterized by the presence of
lysosomes loaded with glycogen, free glycogen in the
sarcoplasm, prominent autophagic vacuoles, and atrophic
muscle fibers.""'* These differences in muscle morphology
probably lead to different treatment responses, as has been
previously discussed in open-label studies using ERT.' "
Defective a-glucosidase leads to the progressive accumu-
lation of glycogen within the lysosomes that are progres-
sively enlarged, breaking up at later stages and releasing its
content into the sarcoplasm of the fibers. The impaired
autophagic process leads to the accumulation of abundant
autophagic vacuoles that can be eliminated when the auto-
phagic flux is restored by ERT treatment.'”'” 1t has been
suggested that autophagy contributes to muscle fiber atro-
phy through up-regulation of muscle RING-finger protein-1
(MuRF-1), although it is not clear yet whether other mole-
cules also have a role in Pompe pathogenesis.'® Uncovering
the molecules involved in the muscle degeneration process
could contribute to the identification of new targets for
therapy. In this study, we have identified the prominent role
of BCL2 and adenovirus EIB 19-kDa interacting protein 3
(BNIP3) in the muscle atrophy process and studied the
mechanism leading to, and the consequences of, its
increased expression in LOPD muscle fibers.

Materials and Methods
Patients and Muscle Biopsy

Muscle and cell samples from LOPD patients were included
in the study. Muscle, sex, age at biopsy, genetic features,

D do para ¥ x’?‘% ook Synifs V28 o ClgicaiKe: }w A
uso personal exclusx\'ame;‘{e No se permiten otros usos st Id“EVKIg Copyrij lEZﬁ’il‘lsener cp,ogs Tos ﬁet

and percentage vacuolated fibers in the muscle biopsies of
the patients are shown in Table 1.

Muscle biopsies were performed as part of the diagnostic
process of patients who were seen in neuromuscular referral
units in three different hospitals in Spain. To provide
healthy controls, patients who were undergoing orthopedic
surgery kindly donated muscle biopsy samples to our bio-
bank. The samples were from muscles that were not directly
affected by the orthopedic issue. All participants signed an
informed consent form, and all the procedures were per-
formed in accordance with the Declaration of Helsinki. For
histopathologic studies, the muscle biopsies were frozen in
liquid nitrogen—cooled isopentane, and cryosections were
prepared. For Western blot and gene expression analysis,
the muscle biopsies were directly frozen in the —80°C
freezer. Finally, for cell culture, the muscle biopsies were
cleaned and minced in 1- to 2-mm pieces and then stored
under liquid nitrogen until they were cultured.

The muscle samples and their availability for different
techniques are detailed in Supplemental Table SI.

All the procedures in this study were approved by the
Ethics Committee of the Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau in accordance with the Declaration of Helsinki.

Histology, Immunohistochemistry, and
Immunofluorescence

Cryosections of 12 muscle biopsies from LOPD patients
were stained with routine histochemical stains following
standardized procedures and then analyzed.'” We evaluated
the presence of vacuoles in >80 muscle fibers per biopsy
and classified them with a score from 0 to 4, depending on
the presence and type of vacuoles (Figure 1A). A score of
0 indicated no presence of vacuoles within the muscle fi-
bers, scores 1 to 2 indicated presence of small vacuoles, and
scores 3 to 4 indicated large vacuoles inside muscle fibers
that fill the sarcoplasm. We measured the minimum Feret
diameter of these fibers using Image] software bundled with
32-bit Java version 1.8.0_172 (NIH, Bethesda, MD; /hup://
imagej.nih.gov/j, last accessed March 30, 2022). Alizarin
red staining was performed to visualize the calcium
deposit in the muscle biopsy of LOPD patients and was
performed following standard techniques. A muscle
biopsy from a Duchenne muscular dystrophy (DMD)
patient was used a positive control for the latter technique.

For immunohistologic studies, tissue sections were fixed
with cold acetone/ethanol (1:1), washed with Tris-buffered
saline, and treated with 3% hydrogen peroxide. To per-
meabilize and block the tissue, sections were treated with
Tris-buffered saline containing 1% bovine serum albumin
and 2% Triton and incubated with UltraCruz Blocking
Reagent (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX). Muscle
sections were incubated with primary and secondary anti-
bodies, as shown in Table 2. The reaction product was
visualized using VECTACTAIN Elite ABC-HRP and
ImmPACT DAB Substrate Kits (Vector Laboratories,
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Table 1  Characteristics of LOPD Patients Included in the Study
Age of
onset of Age at
symptoms,  biopsy, % Vacuolated
Patient samples Muscle Sex years years Mutations fiber (score >2)
Muscles
Pompe muscle 1 Biceps M 62 63 GAA c.-32-13T>G; <1
GAA ¢.1657C>T
Pompe muscle 2 Deltoid F 27 46 GAA c.-32-13T>G; 10.74
GAA c.1532C>A
Pompe muscle 3 Biceps M 35 41 GAA c.2173C>T; 9.24
GAA c.2173C>T
Pompe muscle 4 Unknown F 48 62 GAA c.-32-13T>G; 15.73
GAA c.236_246delCCACACAGTGC
Pompe muscle 5 Quadriceps F 49 56 GAA c.-32-13T>G; <1
GAA ¢.2600_2604delTGCTinsA
Pompe muscle 6 Quadriceps F 27 31 GAA c.-32-13T>G; 4.19
GAA c.1192dupC
Pompe muscle 7 Unknown M 36 41 GAA c.-32-13T>G; <1
GAA ¢.875A>G (p.Y292C)
Pompe muscle 8 Quadriceps F 5 37 GAA c.-32-13T>G; 38.75
GAA: exon 20 deletion
Pompe muscle 9 Quadriceps F 20 53 GAA .-32-13T>G; 29.17
GAA ¢.19336>T (p.D645Y)
Pompe muscle 10 Quadriceps F 48 59 GAA: c.-32-13 T>G; 12.58
GAA c. 2237G>A (p.W746%)
Pompe muscle 11 Quadriceps M 14 48 GAA: c.-32-13 T>G; <1
GAA: c.1432G>A (p.G478R)
Pompe muscle 12 Biceps F 30 35 GAA c.-32-13T>G; <1
GAA c.-32-13T>G
Control muscle 1 Triceps M - 54 —_ -
Control muscle 2 Semimembranosus M — 40 . —=
Control muscle 3 Biceps My — 47 - -
Control muscle 4 Deltoid E —_ 45 - o
Cells
Pompe myotubes 1 Vastus lateralis M 39 55 GAA c.-32-13T>G; —
GAA c.-32-13T>6
Pompe myotubes 2 Vastus lateralis M 48 62 GAA .-32-13T>G; —
GAA ¢.1721T>C
Pompe myotubes 3 Biceps brachii M 28 42 GAA c.-32-13T>G; —_
GAA c.1396delG
Pompe myotubes 4 Unknown F 48 62 GAA c.-32-13T>G; =
(= Pompe muscle 4) GAA c.236_246delCCACACAGTGC
Control myotubes 1 S branosus F —_ 72 — —
Control myotubes 2 Pectoral F - 59 - -
Control myotubes 3 Vastus lateralis M — 53 — —
Control myotubes 4 Gastrocnemius caputlat. M — 32 s —
Control myotubes 5 Pectoral F —_ Unknown — —_

F, female; M, male; LOPD, late-onset Pompe disease.

Burlingame, CA), following the manufacturer’s instructions.
Finally. the tissue sections were washed with distilled water,
counterstained with hematoxylin for 1 minute, and mounted
with Aquatex (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). A muscle
biopsy from a patient with dermatomyositis was used as a
positive control for the presence of BNIP3, atrogin-1, and
MuRF-1. For the BNIP3 expression study, biopsies from

The American Journal of Pathology m ajp.amjpathol.org
Descargado para Anon:

three patients with motor neuron disease were included to
study whether denervated fibers expressed BNIP3.

For immunofluorescence, the cryosections were fixed
with acetone, washed with Tris-buffered saline, and incu-
bated in UlraCruz Blocking Reagent. Then, the tissue
sections were incubated with primary and secondary anti-
bodies, as shown in Table 2. To detect apoptosis at the
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405 Figure 1  Muscle fiber size and presence of sarcoplasmic vacuoles in late-onset Pompe disease (LOPD). A: The presence of vacuoles was analyzed in muscle 467
406 biopsies from six LOPD patients, and a scale was generated, classifying the fibers into five different scores, from 0 (no vacuoles at all) to 4 (sarcoplasm fully 468
407 substituted by vacuoles). B and C: A total of >80 muscle fibers per patient were measured, and we compared the muscle fiber size depending on the presence 469
408 or not of vacuoles (B) and depending on the score of these fibers (C). Data were measured using minimum Feret (Min Feret) diameter and normalized by 470
409 dividing the mean of all values to each value in each patient ind dently. Data are d as means + SD (B and C). **P < 0.01, ***P < 0.001. Scale 471
410 bars = 50 um (A). o 472
411 473
412 . 5 " . . . 474
413 single-cell level, the fluorometric terminal deoxynucleotidyl CA). Real-time PCR of ¢cDNA was performed using Tag- 475
414 transferase-mediated dUTP nick-end labeling technology Man Universal PCR Master Mix and the 7900HT Fast Real- 476
415 was used with the In Situ Cell Death Detection Kit (Roche, Time PCR System (Applied Biosystems). All mRNA- 477
416 Basel, Switzerland), according to the manufacturer’s in- specific FAM-labeled primers were purchased from o 478
417 structions. Finally, the sections were mounted with Fluo- Applied Biosystems and detected cDNA from the following 479
418 romount (Sigma-Aldrich). genes: BNIP3 (Hs00969291_ml), FBXO32/atrogin-1 480
419 All the images were obtained using an Olympus BX51 (Hs01041408_m1), TRIM63/MuRF-1 (Hs00822397_ml), 481
420 (Olympus, Tokyo, Japan) microscope coupled to a DP72 and GAPDH (Hs99999905_ml). All of the experiments 482
42l camera or a Leica confocal microscope SP5 AOBS (Leica) were performed in triplicate. Results were normalized to an 483
232 and merged using ImageJ software. endogenous control GAPDH, and relative quantification of Z:‘;
454 all genes was analyzed using the comparative Ct method o 48‘6
205 Muscle Gene Expression with the Sequence Detection System software version 2.4 487
426 (Applied Biosystems; https:/www.thermofisher.com/order/ 488
427 Total RNA was isolated from the muscle biopsies with catalog/product/4350490, last accessed July 16, 2021).%" 489
428 Rneasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the 490
429 manufacturer’s instructions, and the RNA concentration was Isolation, Proliferation, and Differentiation of 491
430 determined using a Nanodrop spectrophotometer (Thermo Myoblasts from Human Muscle Biopsies 492
431 Fisher Scientific, Waltham, MA). cDNAs were synthesized 493
432 from 0.5 pg of total RNA using High Capacity ¢cDNA For cell culture studies, primary myoblasts were isolated 494
:2: Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, from human muscle biopsies that were minced and :22
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BNIP3 Induces Atrophy in Pompe Disease

Table 2  Primary and Secondary Antibodies Included in the Study

Target: primary antibody Host Dilution Application Reference Manufacturer

MuRF-1/TRIM63 Mouse monoclonal 1:200 and 1:500 IHC and WB analysis NBP2-52515 Novus Biologicals
(Littleton, CO)

Fbx32/atrogin-1 Rabbit monoclonal 1:100 THC ab168372 Abcam (Cambridge, UK)

BNIP3 Mouse monoclonal 1:100 IHC and IF ab10433 Abcam

Cytochrome ¢ Mouse monoclonal 1:250 IHC 12963S Cell Signalling o

Fast myosin Rabbit polyclonal 1:200 IF ab91506 Abcam

p-ULK1 (in Ser317) Rabbit polyclonal 1:100 IHC and IF PA5-104556 Invitrogen (Waltham, MA)

p-AMPK (in Thr172) Rabbit monoclonal 1:50 IF 2535 Cell Signalling

FUNDC1 Rabbit polyclonal  1:100 IHC and IF NBP1-81063 Novus Biologicals

HIF-1o Rabbit monoclonal 1:100 IF ab51608 Abcam

LC3B Rabbit polyclonal  1:500 WB analysis 27758 Cell Signalling

p62 Rabbit polyclonal 1:250 IF and WB analysis BML-PW9860-0100 Enzo Life Sciences
(Farmingdale, NY)

R-Actin Mouse monoclonal 1:2000 WB analysis A5441 Sigma-Aldrich

MyHC (MF-20) Mouse monoclonal 1:100 IF MAB4470 Novus Biologicals

Secondary antibody Conjugation Dilution Application Reference Manufacturer

Biotinylated goat anti-mouse N/A 1:200 THC 31800 Invitrogen

Biotinylated goat anti-rabbit N/A 1:200 IHC and IF 31820 Invitrogen

Goat anti-rabbit Alexa 488 1:200 IF A11008 Invitrogen

Goat anti-mouse Alexa 594 1:200 IF A11005 Invitrogen

Streptavidin Alexa 594 1:200 IF S11227 Invitrogen

Goat anti-rabbit Alexa 594 1:200 IF A11037 Invitrogen

Hoescht 33342 N/A 1:10,000 IF H3570 Invitrogen

Goat anti-rabbit IRDye 800 1:7500 WB analysis 926-32211 LI-COR Biosciences

Goat anti-mouse IRDye 680 1:7500 WB analysis 928-68070 LI-COR Biosciences

FUNDC1, FUN14 domain-containing 1; HIF-12, hypoxia-inducible factor-1; IF, i fl ence; IHC, i histochy y; MuRF-1, muscle RING-
finger protein-1; MyHC, myosin heavy chain; p-AMPK, phosphorylated AMP-activated protein kinase; WB, Western blot. o

cultured according to the method described by Askanas
and Engle.”’ Briefly, the muscle picces were incubated at
37°C, 5% CO,, and 5% O, in a proliferation medium
containing Dulbecco’s modified Eagle’s medium and
M-199 (3:1 proportion) with 15% fetal bovine serum (all
from Gibco, Thermo Fisher Scientific), 2 mmol/L
L-glutamine (Lonza, Basel, Switzerland), 10 pg/mL in-
sulin  (Sigma-Aldrich), 12.5 ng/mL basic fibroblast
growth factor, 10 ng/mL epidermal growth factor (both
from Peprotech, Rocky Hill, NJ), and 1%
penicillin—streptomycin (Lonza). Myoblasts were iso-
lated using anti-human CD56-phosphatidylethanolamine
antibody (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Ger-
many) and BD FACSAria Cell Sorter (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ). To analyze the proliferation, myo-
blasts were seeded at 5000 cells/cm® using BARU incor-
poration assay (Roche) on 3 different days (at 24, 48, and
72 hours). In addition, myoblasts were seeded at 8000
cells/cm? for Western blot analysis and on 0.15% gelatin-
coated coverslips for immunofluorescence to analyze
myotube formation. To induce myoblast differentiation
and myotube formation, the medium was changed to low
serum medium (2% of fetal bovine serum) without growth
factors for 9 days.

The American Journal of Pathology m ajp.amjpathol.org

Western Blot Analysis from Myotubes

After differentiation, myotubes were collected in pellets,
and these were lysed in RIPA Buffer (Sigma-Aldrich) o
containing protease and phosphatase inhibitor cocktail
(Roche). Total protein was quantified using the Precision
Red protein assay kit (Cytoskeleton, Denver, CO). A total of
50 pg of protein was resolved in Mini-PROTEAN TGX
Precast Gels and Trans-Blot Turbo RTA Mini Nitrocellulose
Transfer Kit (Bio-Rad, Hercules, CA). Membranes were
blocked in casein diluted 1:1 in Tris-buffered saline and
incubated with primary and secondary antibodies, as shown

in Table 2. Finally, membranes were visualized using an
Odyssey Imaging System (LI-COR Biosciences, Lincoln,
NE). The amount of protein was quantified using Image
Studio Lite software (LI-COR Biosciences), and protein o»
levels were expressed relative to B-actin.

Cell Gene Expression

Gene expression assays were performed using the TagMan
Fast Advanced Cells-to-CT kit (Thermo Fisher Scientific)
following the manufacturer’s instructions after 0, 3, 6, and 9
days of differentiation. Real-time PCR was performed by
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triplicate using the Fast Advanced Master Mix (Thermo
Fisher Scientific) and the 7900 HT Fast Real Time PCR
System (Applied Biosystems). All mRNA-specific FAM-
labeled primers were purchased from Applied Biosystems
and detected ¢cDNA from the following genes: BNIP3
(Hs00969291_m1), FBXO32/atrogin-1 (Hs01041408_ml),
MYODI (Hs00159528_ml), MYOG (Hs01072232_ml),
MYHI (Hs00428600_m1), and GAPDH (Hs99999905_m1).
All experiments were performed in triplicate. Results were
normalized to an endogenous control GAPDH, and relative
quantification of all genes was analyzed using the compar-
ative Ct method with the Sequence Detection System 2.4
software.”’

Myotube Immunofluorescence

After 9 days of differentiation, coverslips with myotubes
were fixed with ethanol, washed with phosphate-buffered
saline, and incubated with UltraCruz Blocking Reagent.
Myotubes were incubated with anti—myosin heavy chain
antibody and with GAM Alexa 594, as shown in Table 2.
Finally, coverslips were mounted onto slides with Vecta-
shield with DAPI (Vector Laboratories).

Images were obtained using an Olympus BXS1 micro-
scope coupled to a DP72 camera and analyzed using Image]
software. Myotube size was evaluated by measuring the
minimum Feret diameter of the myotubes from LOPD pa-
tients and healthy controls. We also analyzed the number of
nuclei per myotube.

Immortalized Myoblasts and BNIP3 Transfection

The effect of BNIP3 on myotube development was studied
using immortalized myoblasts from healthy controls, kindly
provided by Dr. Mouly (Institut de Myologie, Paris,
France).” Myoblasts were expanded using skeletal muscle
medium (Promocell, Heidelberg, Germany) and transfected
with pGFP-BNIP3 plasmid (RG205087; Origene, Rock-
ville, MD) by nucleofector. The 4D-Nucleofector Unit and
the P5 Primary Cell 4D-Nucleofector Kit (Lonza) were
utilized following the manufacturer’s instructions. In addi-
tion, immortalized myoblasts were transfected with
pmaxGFP plasmid (provided by the P5 Kit) as transfection
control and to determine whether the differences in myotube
formation were caused by the BNIP3 plasmid or by the
transfection process. Green fluorescent protein (GFP)—
positive cells were selected using BD FACSAria Cell Sorter
to obtain only transfected cells. Three different groups of
study were used: non-transfected, GFP-transfected, and
BNIP3-transfected cells. Myoblasts were seeded on 0.15%
gelatin-coated coverslips until confluence was achieved, and
then the medium was changed to the above-mentioned
differentiation medium for 7 to 9 days. After myotube
formation, their morphology was studied by comparing
myotube areas between groups. Finally, the fusion index
was determined as the percentage of nuclei included in

MF-20—expressing myotubes (containing at least three
nuclei) divided by the total number of nuclei.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed, and graphics were
produced using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA; htips://www.graphpad.com, last accessed
March 30, 2022). Data were expressed as means = SEM.
Comparisons and multiple comparisons were made using
the U-test and Tukey multiple comparisons test,
respectively. The Greenhouse-Geisser test was used to
compare the expression of myogenic genes between control
and Pompe groups in myotube differentiation. P < 0.05 was
considered significant.

Results

Quantification of Vacuolated Fibers and Correlation to
Fiber Size in Muscle Biopsies of LOPD Patients

The mean ratio of muscle fibers with sarcoplasmic vacuoles
in LOPD muscle biopsies detected using hematoxylin and
eosin staining was 10.06% (range, 0% to 38%) (Table 1). In
6 of the 12 patients, this ratio was <5%, confirming that in
LOPD vacuolization, although being a characteristic
finding, this could happen in just a minority of fibers. To
identify whether there was a correlation between fiber size
and presence of sarcoplasmic vacuoles, a scale was estab-
lished to classify fibers according to five different scores,
from 0 (no vacuoles) to 4 (sarcoplasm full of vacuoles)
(Figure 1A). Mean muscle fiber diameter was 12.2% smaller
in fibers containing vacuoles (scores 1 to 4) than in fibers
without vacuoles (score 0) (P < 0.001, U-test) (Figure 1B).
Moreover, a negative correlation between the score and
fibers” minimum Feret diameter was observed (Figure 1C)
(P < 0.05, Tukey multiple comparisons test).

BNIP3 Is Expressed in Atrophic Muscle Fibers of LOPD
Patients

The expression of several molecules related to fiber atrophy
was studied, including atrogin-1, MuRF-1, and BNIP3, on
LOPD muscle biopsies. Biopsies from healthy controls were
used as negative controls, and biopsies of patients with
dermatomyositis were used as positive controls, because
perifascicular atrophy has been reported in these

239,

patients.”™*' More than 90% of the vacuolated fibers

expressed BNIP3 in LOPD patients (Figure 2, A and C, and

Supplemental Figure SIA). Although there were some
atrophic fibers that were negative for BNIP3, most fibers
expressed BNIP3. The p62, a protein involved in the pro-
cess of autophagy, was expressed in BNIP3-positive muscle
fibers (Supplemental Figure S1B). Fibers that were clearly
positive for atrogin-1 and MuRF-1 were not observed in
LOPD patients (Figure 2A). However, real-time PCR

ajp.amjpathol.org m The American Journal of Pathology
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showed mRNA increased expression of FBXO32, TRIM63,
and BNIP3 in LOPD muscle biopsies compared with con-
trols, although these differences did not reach statistical
significance (Figure 2B). The expression of BNIP3 did not
depend on fiber type (Supplemental Figure S2). Moreover,
as neurogenic changes have been observed in patients with
Pompe disease and atrophic fibers could be denervated
fibers, BNIP3 expression was studied in muscle biopsies of
patients with motor neuropathies; however, expression of
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Figure 3

w

HIF-1o

BNIP3 was not observed in atrophic fibers (Supplemental
Figure S3).

BNIP3 Is Regulated by ULK1 Pathway That Is Activated
in Atrophic Muscle Fibers in LOPD

To characterize the role of BNIP3 in Pompe, the molecular

pathways regulating its expression were studied (Figure 3A ™

shows a diagram based on the study by Gao et al™).

Positive control Pompe muscle 4

Positive control

p-Ulk1 (ser317) Merge + Hoechst

BNIP3 is regulated by the ULK1 pathway. A: The molecular pathways that regulate the expression of BNIP3 were studied. B: Hypoxia-inducible ¢*

factor (HIF)-1c expression (red) was studied in late-onset Pompe disease (LOPD) patients using a muscle biopsy from a dermatomyositis patient as positive

control. C: Alizarin red staining was performed to visualize the Ca®*

deposition in the muscle biopsies from LOPD patients. Healthy control and Duchenne

muscular dystrophy patient muscles were used as negative and positive controls, respectively. D: Immunohistochemistry of p-ULK (Ser317) was performed in
muscle biopsies of healthy controls and LOPD patients. E: Co-expression of BNIP3 (green) and p-ULK1 Ser317 (red) was studied in these muscle biopsies using

double immunofluorescence. Scale bars = 100 pm (B—E).
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Hypoxia, cell damage, and autophagy have been described
to regulate the cellular expression of BNIP3. An increased
expression of hypoxia-inducible factor-1o transcription
factor, which is a master regulator in tissue response to
hypoxia,”® was not observed (Figure 3B). Muscle mem-
brane damage is associated with an increase in the sarco-
plasmic calcium levels that activate the tumor necrosis
factor-o/NF-kB pathway, which triggers the expression of
BNIP3. To study calcium accumulation, Pompe biopsies
were analyzed with a polarized light microscope, and DMD
biopsies were used as positive controls because of having
massive cell membrane damage and accumulating calcium
inside the muscle fibers. In Pompe disease, only minor
calcium accumulation was observed in isolated muscle fi-
bers (Figure 3C). BNIP3 expression is also regulated by
mammalian target of rapamycin (mTOR) in response to
autophagy activation. ULK1 is a key initiator of autophagy
regulated by both mTOR and AMP-activated protein kinase
(AMPK). Phosphorylation of ULK1 at different residues has
different consequences. On the one hand, mTOR inhibits
ULK through the phosphorylation of Ser555 residue. On the
other hand, the inhibition of mTOR enables the interaction
of ULKI and AMPK. AMPK phosphorylates the Ser317
residue of ULKI, which induces the expression of proteins
involved in autophagy. Because it has been reported that
mTOR is down-regulated in Pompe disease,”” ~” expres-

sion of AMPK and phosphorylation of Ser317 residue of

p-AMPK (Thr172)

Co-expression of BNIP3 (green) and phosphorylated AMP-activated protein kinase (p-AMPK) Thr172 (red) was studied in muscle biopsies from

Pompe muscle 8 Pompe muscle 3

Pompe muscle 10

Figure 4

late-onset Pompe disease patients. Scale bars = 100 pm.

The American Journal of Pathology m ajp.amjpath w\ org

ULKI were studied in patients. BNIP3-positive fibers
co-expressed AMPK (Figure 4). Moreover,
fibers in Pompe samples were positive for phosphorylated
ULK1-Ser317 (Figure 3D). In addition, double immuno-
fluorescence with BNIP3 and phosphorylated ULK1-Ser317
antibodies showed a mean of 87.37% (range, 55% to 100%)
BNIP3-positive  fibers  co-expressing  phosphorylated
ULKI1-Ser317 (Figure 3E and Supplemental Figure S4B).

many muscle

Muscle Fiber Atrophy Is the Main Role of BNIP3 in the
Muscle of LOPD Patients

BNIP3 has a prominent role in autophagy, cell atrophy, and
apoptosis (Figure 5A).”" As previously mentioned, it has
been observed that accumulation of sarcoplasmic vacuoles
is associated with muscle fiber atrophy that could be
directed by the expression of BNIP3 among other pro-
atrophy molecules (Figures 1 and 2). All vacuolated fibers
expressed BNIP3, supporting a connection between both
processes. However, BNIP3 can also induce apoptosis
through mitochondrial damage. It has been reported that
BNIP3 induces permeabilization of the mitochondrial
membrane and release of cytochrome ¢ to the cytosol, which
triggers  programmed death. However,
up-regulation of cytochrome ¢ was not found in the sarco-
plasm of Pompe muscle biopsies compared with controls
(Figure 5C). Moreover, the presence of DNA breakdown,

cell

Merge + Hoechst
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The main role of BNIP3 in the muscle of late-onset Pompe disease (LOPD) patients. A: BNIP3 functions were studied: atrophy, apoptosis, and

B + Hoechst

Apoptosis

Autophagy

Positive control

Pompe Muscle 4

Pompe muscle 2

FUNDC1 Merge + Hoechst

mitophagy. B: Apoptosis was studied using terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) kit. C: Cytochrome c release by
mitochondrial membrane permeabilization and apoptosis induction was studied by immunohistochemistry. D: Immunohistochemistry of FUN14 domain-
containing 1 (FUNDC1) was performed to study the role of mitophagy. E: Co-expression of BNIP3 (green) and FUNDC1 (red) was studied using double
immunofluorescence. For all these studies, muscle biopsies from healthy controls and LOPD patients were used. Scale bars: 200 um (B); 100 um (C—E).

typically seen in cells undergoing apoptosis, was also
checked using terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick-end labeling technology. No DNA
labeling was observed in the muscle biopsies of Pompe
patients, confirming that apoptosis is not happening in
LOPD patients (Figure 5B). As BNIP3 has been also
involved in the process of mitophagy, we checked whether
FUN14 domain-containing 1, a receptor of the mitochon-
drial outer membrane that mediates mitophagy in mamma-
was also expressed in BNIP3-positive muscle
fibers. Only a few FUNI4 domain-containing 1—positive
fibers were identified in LOPD muscle biopsies (Figure 5D)

lian cells,

that co-expressed BNIP3 (Figure SE), suggesting that an
active process of mitophagy in muscle fibers expressing
BNIP3 could happen occasionally. These results support the
idea that the main consequence of BNIP3 overexpression in
Pompe patients is muscle fiber atrophy.

Myotubes Obtained from LOPD Myoblasts Are Smaller
than Healthy Controls

On the basis of the findings observed in muscle biopsies
from LOPD patients, we decided to analyze whether myo-
blasts in vitro recapitulate the findings obtained in vivo in

ajp.amjpathol.org I The American Journal of Pathology
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muscle biopsies. It has been recently reported that myoblasts
from Pompe patients have an intact proliferation and
differentiation ability.”* Our experiments concur with these
previous results, because LOPD myoblasts displayed
normal proliferation rates compared with control myoblasts
(Supplemental  Figure S5A). When differentiation was
induced, both myoblasts from controls and from LOPD
patients activated the myogenic program expressing
myogenin (MYOG) and differentiated into mature myotubes
expressing MYHI after 7 to 10 days (Supplemental
Figure S5, E—G). However, the size of the myotubes
obtained from LOPD myoblasts was significantly smaller
than control myotubes (mean diameter from Pompe versus
controls, 60.28 + 45.55 versus 9146 + 77.38 um:
P < 0.05, U-test) (Figure 6, A and B). We wondered

whether these differences were related to an impaired fusion
ability of myoblasts to form large multinucleated myotubes,
or whether they were related to an ongoing atrophic process,
mimicking what happened in muscle fibers. Differences in
the number of nuclei per myotube were not observed
between Pompe and controls, suggesting that myoblasts did
not have a deficient fusion ability (Figure 6C). However, we
observed an increase in p62 and LC3II/LC3I expression in
the Pompe samples studied, suggesting that autophagy was
activated in these cells, as has been previously reported
(Supplemental Figure S5, B and C).'®*"*> Moreover, an
increase in BNIP3 gene expression was observed in the
Pompe myotubes, although these differences did not reach
statistical significance (P > 0.05, U-test) (Figure 6, D and
E). These results suggested that the process of atrophy of the
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Figure 6  Late-onset Pompe disease (LOPD) myotubes are smaller than healthy controls. A: Myotube diameter was analyzed using minimum Feret (Min

Feret) diameter in LOPD and control groups. B: Data were expressed in cumulative frequency distribution. C: Number of nuclei per myotube was analyzed in
differentiated myoblasts in both groups. D and E: BNIP3 expression was measured using real-time PCR during the differentiation process at 0, 3, and 6 days (D)
and, finally, at 9 days in completed multinuclei myotubes (E). Red lines indicate mean values. F: The studies were performed after obtaining representative
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Pompe myotubes could be induced by several factors, and
not only by BNIP3 expression.

BNIP3 Transfection of Immortalized Myoblasts Induces
Atrophy in Myotube Formation

To test the consequences of an isolated overexpression of
BNIP3 in myotubes, immortalized control myoblasts were
transfected with a BNIP3 plasmid, and we analyzed its ef-
fect on differentiation and formation of myotubes. We also
assessed the effect of transfecting myoblasts with a GFP
control plasmid to rule out the results being due to the
transfection process and not because of overexpression of
BNIP3 (Figure 7). We found significant differences in the
size of myotubes between transfected (BNIP3 and GFP
plasmids) and non-transfected samples (Figure 7A).
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Figure 7

However, the BNIP3-transfected myotubes were signifi-
cantly smaller than those transfected with the control
plasmid, suggesting that BNIP3 overexpression induced
myotube atrophy. Significant differences were observed in
the fusion index between non-transfected and transfected
groups (both GFP and BNIP3), but not between GFP and
BNIP3 transfected cells (Figure 7C), suggesting that the
transfection process reduced the fusion index, but this was
not related to the expression of BNIP3.

Discussion

Our results suggest that BNIP3 has a prominent role in
autophagy and muscle fiber atrophy in LOPD patients. This
process, although widely described, is not completely un-
derstood from a molecular point of view. This work expands

B MF20 + DAPI

N

BNIP3

BNIP3 transfection induces atrophy of myotube formation. A and C: Area of mature myotubes (A) and fusion index of differentiated myoblasts

(C) were analyzed after BNIP3 transfection of immortalized myoblasts. These parameters were also analyzed in myotubes from non-transfected and green
fluorescent protein (GFP)—transfected myoblasts. Red lines indicate mean values. B: The studies were performed after obtaining representative images of the
myotube formation by immunofluorescence, visualizing myosin heavy chain (red) and nuclei (DAPI; blue). Each point on the graphs represents the study of a

field at x10. *P < 0.05, ***P < 0.001. Scale bars = 200 um (B).
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the knowledge of the molecular consequences of a-gluco-
sidase deficiency in Pompe disease and unveils new
potential targets for the treatment of this disorder.

Pompe disease is caused by mutations in the GAA gene,
leading to a decreased or absent expression of the enzyme
acid a-glucosidase that metabolizes glycogen to glucose
inside lysosomes in the cells. Consequently, there is a
progressive accumulation of lysosomal glycogen that leads
to a dysfunction of the whole lysosomal function, which
eventually causes an accumulation of autophagic vacuoles
along with aged defective organelles in the sarcoplasm.™
The presence of atrophic muscle fibers has been reported
in muscle biopsies of LOPD patients, and it has been
suggested that it is dependent on the accumulation of
autophagic vacuoles.'® A clear comelation between the
amount of vacuoles and muscle fiber size was observed,
which suggests that autophagic build-up triggers an intra-
cellular molecular cascade that ends up inducing fiber
atrophy.

Atrophy in skeletal muscle is essentially mediated by the
activity of two highly conserved pathways, the ubiquitin-
proteasomal pathway and the autophagic/lysosomal
pathway. In the first, target proteins are conjugated to
ubiquitin - moieties, and ubiquitin-tagged proteins are
degraded within the proteasome complex. This pathway is
increased in atrophying muscle because of the transcrip-
tional activation of ubiquitin and the muscle-specific ubig-
uitin ligases, FBXO3/atroginl and TRIM63/MuRF-1.""" A
mild increase in the transcription of FBX0O32 and TRIM63
was observed using real-time PCR that was limited to a low
number of muscle fibers, as shown by immunofluorescence,
which suggests that these two ligases may not be the main
drivers of muscle atrophy in LOPD. However, atrogin-1 and
MuRF-1 are not always elevated in atrophic skeletal muscle,
and other ubiquitin ligases, not studied in this article, could
play a role as well. In addition, the levels of atrogin-1 and
MuRF-1 proteins can increase for a relatively short period of
time at the beginning of the atrophy process and then return
to baseline; this could also be the reason why we have not
observed a widely increased expression of atrogin-1 and
MuRF-1.**

The autophagic/lysosomal pathway engulfs portions of
cytoplasm and cell organelles into vacuoles that subse-
quently fuse with lysosomes, where the content is digested
by lysosomal hydrolases.”” Autophagy is a well-described
physiological pathway in skeletal muscle, as shown by the
accumulation of autophagic vacuoles in human myopathies
caused by deficiency of lysosomal proteins, such as Pompe
and Danon diseases, or by pharmacologic inhibition of
lysosomal function in chloroquine myopathy.”*’ The
mechanisms controlling the up-regulation of autophagy and
lysosomal genes are just starting to be known. FoxO3
transcription factor has been shown to control the tran-
scription of autophagy-related genes, such as LC3 and
Bnip3, and BNIP3 appears to mediate the effect of FoxO3
on autophagy.'' We have identified the muscle fibers that

The American Journal of Pathology m ajp.amjpathol.org

express BNIP3 in LOPD muscle, although the percentage of
BNIP3-positive fibers varied notably among the patients
analyzed. However, all BNIP3-positive fibers were vacuo-
lated and atrophic, which suggests a link between the
expression of this molecule, induction of autophagy, and
progressive muscle fiber atrophy.

BNIP3 is a member of the Bcl-2 family of cell
death—regulating factors.” The molecular pathways regu-
lating the expression of BNIP3 have been characterized in
different cell types.”” Stimuli, such as cell damage, hypoxia,
oxidative stress, and starvation, can induce BNIP3 gene
expression (Figure 3A)." External cell damage in skeletal
muscle fibers is commonly associated with intracellular
accumulation of calcium, as described in DMD patients, " in
whom a reduction or absence of dystrophin weakens the
muscle membrane and increases its susceptibility to
contraction-induced muscle fiber damage. However, it is
doubtful whether there is active damage to the muscle
membrane in Pompe disease.’” A large accumulation of
intracellular calcium compared with the DMD biopsies was
not found, although we observed minor punctiform intra-
cytoplasmic calcium deposits, which have been already
reported and linked to accumulation of autophagic vacuoles
in Pompe disease. Another potential factor that induces cell
damage is hypoxia, which increases the intracellular levels
of reactive oxygen species, leading to the activation
of hypoxia-inducible factor-lo, which binds FoxO3a,
forming  the complex  hypoxia-inducible  factor-
la—beclin I —phosphorylated FOXO3a, which translocates
into the nucleus and up-regulates BNIP3. However, BNIP3-
positive muscle fibers co-expressing hypoxia-inducible
factor-1o. were not observed. Finally, starvation activates
autophagy through inhibition of the AKT-mTOR pathway,
enabling the interaction of ULKI1 and AMPK, which
phosphorylates the Ser317 residue of ULKI, activating the
expression of BNIP3.”** We found that 87.37% of
BNIP3-positive fibers were positive for phosphorylated
ULKI1-Ser317, suggesting that in Pompe disease the
already-activated autophagy process, which is known to be
dependent on a down-regulation of the AKT-mTOR
pathway, is the main cause of BNIP3 up-regulation.””**

BNIP3 expression has been linked to multiple cellular
processes, including mitochondrial damage leading to cell
death, autophagy, and cell atrophy.'*""** There is evidence
demonstrating that BNIP3 is a significant contributor to
mitochondrial damage that leads to degradation of mito-
chondria through a specific type of autophagy known as
mitophagy, as well as to cell apoptosis."’ Once expressed,
BNIP3 dimerizes and locates on the mitochondrial mem-
brane, opening the permeability transition pore, inducing
swelling, loss of mitochondrial membrane potential (AWm),
and release of cytochrome ¢.”"' Cytochrome ¢ is one of the
components of the apoptosome, which is formed in the
cytoplasm when there is mitochondrial damage triggering
apoptosis.””*" However, neither increased cytochrome ¢
expression in the sarcoplasm of the muscle fibers nor
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evidence of an active apoptosis was observed. This result
suggests that BNIP3 primary function is not related to
programmed cell death in Pompe disease. However,
mitochondrial depolarization induced by BNIP3 usually
leads to sequestering of the mitochondria into autophago-
somes for organelle recycling. This process requires the
interaction of several different molecules, including FUN14
domain-containing 1, which we found expressed in only a
few muscle fibers expressing BNIP3. This suggests that an
active process of mitophagy in vacuolated fibers expressing
BNIP3 could happen, although it is not taking place in all
BNIP3-positive fibers.””""* These results point to a
prominent role of BNIP3 in muscle fiber atrophy. In fact,
BNIP3 is one of the induced atrogenes in different types of
muscle wasting and has been shown to control autophagy in
other cell systems. Moreover, BNIP3 overexpression seems
to be sufficient to induce autophagosome formation in
normal skeletal muscle, leading to muscle fiber atrophy, as
we confirmed in vitro by transfecting control myotubes with
BNIP3. Using primary muscle cell culture, we confirmed
that myotubes obtained from myoblasts of LOPD patients
also displayed an ongoing atrophic process, being smaller
than healthy control myotubes. We observed increased
BNIP3 expression in Pompe myotubes and an active auto-
phagic process that was evidenced by the overexpression of
p62 and LC3II/I ratio, probably leading to the reduced
myotube size. To confirm that BNIP3 expression in
myotubes induces atrophy, we transfected BNIP3 into
healthy immortalized myoblasts, which differentiated into
smaller myotubes compared with non-transfected myotubes.

Interestingly enough, in a recently published unbiased
proteomics study, BNIP3 expression was found to be
increased in the muscles of LOPD patients before and, to a
lesser extent, after starting treatment with ERT.”® The authors
attributed the increase in BNIP3 in muscle biopsies to energy
stress, leading to activation of the p38f-FoxO-BNIP3
signaling axis. However, this study also showed that Pompe
muscle biopsies had an increased expression of phosphory-
lated AMPK, which we also observed in our experiments,
suggesting that both pathways could contribute to BNIP3 up-
regulation. Moreover, up-regulation of BNIP3 mRNA has
been described in other limb girdle muscular dystrophies,
suggesting that BNIP3 could also be involved in the patho-
genesis of these disorders, whereas it has been shown to be
reduced in DMD and limb girdle muscular dystrophy-R9.”"

The study of the pathogenesis of LOPD using human
samples is complicated because of the heterogeneity of
pathologic findings in the muscle samples from patients to
patients. In IOPD patients, histologic changes can affect only
a small proportion of muscle fibers, which limits the use of
Western blot analysis or real-time PCR techniques because
these technologies often miss changes that only occur in a
few fibers. We used 12 muscle biopsy LOPD patients and
observed that the mean number of fibers with vacuolization
was around 10%, with many of them having <5% of fibers
showing prominent vacuoles. To unravel the mechanisms
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that lead to muscle fiber atrophy in this scenario, we decided
to use conventional staining and immunofluorescence to
study the active molecular changes in single muscle fibers. In
addition, the diagnostic workup of Pompe disease has
completely changed in recent years. At present, most patients
are detected through the quantification of enzymatic expres-
sion in dried blood spot tests, which leads to direct genetic
confirmation; this considerably reduces the number of muscle
biopsies available for research studies. In conclusion, we
report compelling evidence that supports the role of BNIP3 in
the process of muscle fiber atrophy in LOPD patients. Our
data suggest that inhibition of the AKT-mTOR pathway ac-
tivates BNIP3 expression, which perpetuates autophagy and
probably induces muscle fiber atrophy. These findings sup-
port the idea that a therapeutic modulation of BNIP3 activity
could be a potential complementary new therapeutic strategy
to be tested in Pompe disease. In this sense, misoprostol, a
prostaglandin E1 analog, has recently been demonstrated to
regulate BNIP3 function in cells exposed to hypoxia-
reducing cell apoptosis.”’ Our results support further
experiments (o test whether misoprostol, or other similar
treatments, could also be effective in modulating BNIP3
activity in muscle fibers to reduce autophagy and atrophy in
cell or animal models of Pompe disease.
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